Assessment of impact of glucocorticoid receptor NR3C1 gene activation and silencing on RANKL gene expression in mammalian cell models by Zupan, Manca
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
MANCA ZUPAN 
 
MAGISTRSKA NALOGA 
ENOVITI MAGISTRSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM FARMACIJA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020 
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA FARMACIJO 
 
 
 
 
 
 
 
 
MANCA ZUPAN 
 
 
OCENA VPLIVA AKTIVACIJE IN UTIŠANJA GENA ZA 
GLUKOKORTIKOIDNI RECEPTOR NR3C1 NA IZRAŽANJE GENA ZA 
RANKL V MODELU SESALSKIH CELIC 
 
ASSESSMENT OF IMPACT OF GLUCOCORTICOID RECEPTOR NR3C1 
GENE ACTIVATION AND SILENCING ON RANKL GENE EXPRESSION IN 
MAMMALIAN CELL MODELS 
 
MAGISTRSKA NALOGA 
ENOVITI MAGISTRSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM FARMACIJA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020 
i 
 
Magistrsko nalogo sem opravljala na Univerzi v Ljubljani, Fakulteti za farmacijo, Katedri za klinično 
biokemijo pod mentorstvom prof. dr. Janje Marc, mag. farm., spec. med. biokem. in somentorstvom 
doc. dr. Marije Nike Lovšin, univ. dipl. kem. Raziskovalno delo je bilo opravljeno v laboratorijih 
Fakultete za farmacijo v Ljubljani. 
 
 
Zahvala 
Zahvaljujem se prof. dr. Janji Marc, mag. farm., spec. med. biokem. in doc. dr. Mariji Niki Lovšin, univ. 
dipl. kem. za mentorstvo, zaupanje, vso potrpežljivost, strokovno pomoč pri delu in nasvete pri pisanju 
magistrske naloge. Zahvala gre tudi ostalim zaposlenim na Katedri za klinično biokemijo za njihovo 
prijaznost ter moji družini in fantu Domnu za vso spodbudo in podporo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Izjava 
Izjavljam, da sem magistrsko delo samostojno izdelala pod vodstvom mentorice prof. dr. Janje Marc, 
mag. farm., spec. med. biokem. in somentorice doc. dr. Marije Nike Lovšin, univ. dipl. kem.  
 
Manca Zupan 
  
ii 
 
VSEBINA 
1 UVOD ............................................................................................................................................. 1 
1.1 KOSTNA FIZIOLOGIJA ........................................................................................................ 1 
1.2 SISTEM RANKL/RANK/OPG ............................................................................................... 3 
1.2.1 Mehanizem delovanja sistema RANKL/RANK/OPG .................................................... 3 
1.3 REGULACIJA IZRAŽANJA GENA ZA RANKL ................................................................ 5 
1.4 UČINKI ENDOGENIH GLUKOKORTIKOIDOV ................................................................ 7 
1.5 GLUKOKORTIKOIDNI RECEPTOR NR3C1 ...................................................................... 8 
1.6 TERAPIJA S SINTETIČNIMI GLUKOKORTIKOIDI ....................................................... 10 
1.7 Z GLUKOKORTIKOIDI POVZROČENA OSTEOPOROZA ............................................ 11 
1.7.1 Patogeneza z glukokortikoidi povzročene osteoporoze ................................................. 12 
2 NAMEN DELA ............................................................................................................................ 14 
3 MATERIALI IN METODE ....................................................................................................... 15 
3.1 MATERIALI ......................................................................................................................... 15 
3.2 METODE .............................................................................................................................. 16 
3.2.1 GOJENJE CELIČNIH KULTUR .................................................................................. 16 
3.2.2 SUBKULTIVACIJA ..................................................................................................... 17 
3.2.3 TRANSFEKCIJA .......................................................................................................... 19 
3.2.3.1 Transfekcija s plazmidnim vektorjem ....................................................................... 19 
3.2.3.2 Transfekcija s siRNA ................................................................................................ 21 
3.2.4 IZOLACIJA RNA ......................................................................................................... 23 
3.2.5 REVERZNA TRANSKRIPCIJA .................................................................................. 24 
3.2.6 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM ČASU ................................ 25 
3.2.7 STATISTIČNA OBDELAVA REZULTATOV ........................................................... 27 
4 REZULTATI ............................................................................................................................... 28 
4.1 IZRAŽANJE GENA ZA RANKL PO TRANSFEKCIJI CELIC S PLAZMIDNIM 
VEKTORJEM pCMV-NR3C1 .......................................................................................................... 28 
4.1.1 Učinkovitost transfekcije s plazmidnim vektorjem ....................................................... 28 
iii 
 
4.1.2 Vpliv količine glukokortikoidnega receptorja NR3C1 .................................................. 29 
4.1.3 Vpliv dodatka deksametazona ....................................................................................... 31 
4.2 IZRAŽANJE GENA ZA RANKL PO UTIŠANJU GLUKOKORTIKOIDNEGA 
RECEPTORJA NR3C1 ..................................................................................................................... 33 
4.2.1 Učinkovitost transfekcije s siGR ................................................................................... 34 
4.2.2 Vpliv utišanja glukokortikoidnega receptorja NR3C1 .................................................. 36 
5 RAZPRAVA ................................................................................................................................. 38 
6 SKLEP .......................................................................................................................................... 44 
7 VIRI .............................................................................................................................................. 45 
 
KAZALO SLIK 
Slika 1: Vrste kostnih celic ..................................................................................................................... 1 
Slika 2: Kostna prenova oz. remodelacija .............................................................................................. 2 
Slika 3: Signalna pot RANKL/RANK/OPG ........................................................................................... 4 
Slika 4: Regulatorni elementi na humanem genu za RANKL ................................................................ 6 
Slika 5: Celična presnova kortizola z izoencimoma 11β-HSD ............................................................... 7 
Slika 6: Različni podtipi glukokortikoidnega receptorja NR3C1 ........................................................... 9 
Slika 7: Genomski mehanizmi delovanja glukokortikoidnega receptorja ............................................ 10 
Slika 8: Primerjava normalne in osteoporotične kosti .......................................................................... 11 
Slika 9: Patogeneza z glukokortikoidi povzročene osteoporoze ........................................................... 13 
Slika 10: Celice A549 in HOS .............................................................................................................. 16 
Slika 11: Mreža za šteje celic v Neubauerjevi komori in pravilo za štetje 1 in 2 ................................. 18 
Slika 12: Genska karta plazmidnega vektorja pCMV-FLAG ............................................................... 19 
Slika 13: Shematski prikaz transfekcije s PolyJet™ in Vitro DNA Transfection Reagent-om ............ 20 
Slika 14: Shema utišanja gena s siRNA ................................................................................................ 22 
Slika 15: Princip izolacije RNA s pomočjo vezavnih kolon za DNA in RNA ..................................... 23 
Slika 16: Učinkovitost transfekcije s PolyJet™ reagentom .................................................................. 29 
Slika 17: Talilna krivulja za RANKL ................................................................................................... 29 
iv 
 
KAZALO PREGLEDNIC 
Preglednica I: Pogoji za nacepitev gojitvene plošče z 12 jamicami pri uporabljenih metodah 
transfekcije ............................................................................................................................................ 17 
Preglednica II: Priprava reakcijske zmesi za transfekcijo s PolyJet™ reagentom za eno jamico ....... 21 
Preglednica III: Shema eksperimenta z dodatkom deksametazona na gojitveno ploščo .................... 21 
Preglednica IV: Redčitve siRNA in reagenta Oligofectamine™ za transfekcijo ................................ 23 
Preglednica V: Priprava reakcijske zmesi za reverzno transkripcijo ................................................... 24 
Preglednica VI: Program PCR pomnoževanja za reverzno transkripcijo ............................................ 25 
Preglednica VII: Smerni in protismerni oligonukleotidni začetniki za qPCR ..................................... 26 
Preglednica VIII: Priprava reakcijske zmesi za qPCR ........................................................................ 26 
Preglednica IX: Program za qPCR in pogoji reakcije ......................................................................... 27 
Preglednica X: Rezultati qPCR – vpliv količine glukokortikoidnega receptorja NR3C1 ................... 30 
Preglednica XI: Rezultati qPCR – vpliv dodatka deksametazona ....................................................... 32 
Preglednica XII: Rezultati qPCR – učinkovitost transfekcije s siRNA ............................................... 34 
Preglednica XIII: Rezultati qPCR – vpliv utišanja glukokortikoidnega receptorja NR3C1 ............... 36 
 
KAZALO GRAFOV 
Graf 1: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL v odvisnosti od različnih mas plazmida 
pCMV-NR3C1 glede na celice, transfecirane z ustrezno maso pCMV-FLAG..................................... 30 
Graf 2: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL v odvisnosti od različnih mas plazmida 
pCMV-NR3C1 glede na netretirane celice ............................................................................................ 31 
Graf 3: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL ob dodatku deksametazona glede na 
celice, transfecirane s pCMV-FLAG ..................................................................................................... 32 
Graf 4: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL ob dodatku deksametazona glede na 
netretirane celice.................................................................................................................................... 33 
Graf 5: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za NR3C1 po transfekciji s siGR glede na celice, 
transfecirane s siControl ........................................................................................................................ 35 
Graf 6: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za NR3C1 po transfekciji s siGR glede na 
netretirane celice.................................................................................................................................... 35 
v 
 
Graf 7: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL po utišanju NR3C1 glede na celice, 
transfecirane s siControl ........................................................................................................................ 37 
Graf 8: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL po utišanju NR3C1 glede na netretirane 
celice ...................................................................................................................................................... 37 
 
KAZALO ENAČB 
Enačba 1: Izračun volumna celične suspenzije .................................................................................... 18 
Enačba 2: Livakova metoda ................................................................................................................. 27 
 
  
vi 
 
POVZETEK 
Glukokortikoidi so steroidni hormoni, ki uravnavajo številne fiziološke procese v telesu, njihovi 
sintetični analogi pa se uporabljajo za zdravljenje različnih obolenj, kot so vnetja in avtoimunske 
bolezni. Kot zdravila so terapevtsko zelo učinkoviti, njihova pomanjkljivost pa so številni stranski 
učinki, med katere sodi tudi z glukokortikoidi povzročena osteoporoza (angl. glucocorticoid-induced 
osteoporosis, GIO). Glukokortikoidi namreč zmanjšajo kostno formacijo in povečajo razgradnjo 
kostnega tkiva, kar vodi v izgubo kostne mase, poveča pa se verjetnost za zlome. Ker molekularni 
mehanizmi, ki vplivajo na razvoj GIO, še niso v celoti pojasnjeni, smo se v raziskovalnem delu 
osredotočili na eno iz med glavnih regulatornih molekul kostnega metabolizma, na ligand receptorja za 
aktivacijo jedrnega dejavnika κB, RANKL. Le-ta je pomemben aktivator osteoklastogeneze in s tem 
kostne resorpcije, zato nas je zanimalo, ali morda in kako glukokortikoidni receptor NR3C1 vpliva na 
izražanje gena za RANKL. Vpliv NR3C1 smo želeli proučiti na nivoju transkripcije in v ta namen 
uporabili modela dveh sesalskih celičnih linij – celice pljučnega tumorja A549 in osteosarkomske celice 
HOS.  
V prvem delu smo v celice A549 s transfekcijo vnesli različne količine plazmidnega konstrukta z 
zapisom za glukokortikoidni receptor (pCMV-NR3C1) in vsakič izmerili nivo izražanja RANKL z 
metodo kvantitativne verižne reakcije s polimerazo (qPCR). Statistično značilno zmanjšanje ekspresije 
RANKL je povzročila transfekcija celic s 1500 ng plazmidnega vektorja glede na celice, transfecirane s 
praznim plazmidom, ter transfekcija celic s 375 ng, 750 ng in 1500 ng pCMV-NR3C1 glede na 
netretirane celice. V nadaljevanju smo delu celic v gojišče dodali še deksametazon, vendar statistično 
signifikantnih razlik v izražanju gena po dodatku tega liganda za receptor NR3C1 nismo zaznali. V 
drugem delu smo želeli preveriti vpliv utišanja gena za glukokortikoidni receptor. Uporabili smo obe 
celični liniji A549 in HOS in jih transfecirali s siRNA, ki je usmerjala nukleaze k razgradnji mRNA za 
protein NR3C1. Tudi tokrat smo izražanje RANKL izmerili z metodo qPCR, vendar statistično značilnih 
rezultatov nismo dobili.  
Naši rezultati so pokazali, da aktivacija glukokortikoidnega receptorja NR3C1 v celicah A549 zmanjša 
izražanje RANKL, kar je bilo v nasprotju z našimi pričakovanji in predhodnimi ugotovitvami, da 
glukokortikoidni receptor povečuje aktivnost promotorja gena za RANKL. Ker zastavljenih hipotez 
nismo mogli potrditi, bo potrebno narediti še več raziskav o glukokortikoidni regulaciji RANKL. 
Predvsem bi bilo smotrno določiti točna zaporedja vezavnih mest za glukokortikoidni receptor na 
RANKL in preučiti vpliv dimerizacije receptorja na aktivacijo ter na represijo promotorja RANKL. Vsa 
nova odkritja bi tako lahko prispevala k razvoju zdravilnih učinkovin za z glukokortikoidi povzročeno 
osteoporozo oz. k razvoju bolj varnih protivnetnih učinkovin, ki ne bi imele tako negativnih vplivov na 
kostno tkivo.  
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ABSTRACT 
Glucocorticoids are steroid hormones which regulate numerous physiological processes in the human 
body, while their synthetic analogs are used to treat various diseases such as inflammation and 
autoimmune disorders. They are therapeutically highly effective as drugs, but their disadvantages are 
numerous side effects including glucocorticoid-induced osteoporosis (GIO). Glucocorticoids are 
inhibitors of bone formation and stimulators of bone resorption, which leads to loss of bone mass and 
increases the probability of fractures. Because molecular mechanisms influencing the development of 
GIO have not yet been fully explained our research was focused on one of the major regulatory 
molecules of bone metabolism – receptor activator of nuclear factor κB ligand, RANKL. This ligand is 
an important activator of osteoclastogenesis and as such an activator of bone resorption. Therefore, the 
main interest of our research was the impact of glucocorticoid receptor NR3C1 on RANKL gene 
expression on transcriptional level. For this purpose, we used two mammalian cell models: lung cancer 
cells A549 and cells of osteosarcoma HOS.  
In the first part of our research different quantities of plasmid construct containing the insert of 
glucocorticoid receptor (pCMV-NR3C1) were transfected into A549 cells and the level of RANKL 
expression was measured every time by quantitative polymerase chain reaction (qPCR). When we 
compared cells transfected with 1500 ng of plasmid with cells treated with empty vector and cells 
transfected with 375 ng, 750 ng or 1500 ng of pCMV-NR3C1 with untreated cells the results showed 
statistically significant inhibition of RANKL expression. Subsequently, dexamethasone was added to 
half of the cells but no statistical difference in gene expression was observed after the addition of this 
NR3C1 receptor ligand. In the second part of our research we wanted to examine the impact of silencing 
of glucocorticoid receptor gene on RANKL expression. Both A549 and HOS cell lines were used and 
transfected with siRNA, which recognizes and cleaves mRNA of NR3C1 protein. RANKL expression 
was measured by the qPCR method again but no statistically significant results were obtained. 
Our results showed that activation of the glucocorticoid receptor NR3C1 inhibits RANKL expression in 
A549 cells, which was contrary to our expectations and previous findings, according to which the 
glucocorticoid receptor increases the activity of the RANKL gene promoter. Since we have not been 
able to confirm our hypotheses, further research on the glucocorticoid regulation of the RANKL gene is 
necessary. In particular, it would be useful to determine the exact sequences of glucocorticoid receptor 
binding sites on RANKL and to examine the effect of receptor dimerization on RANKL promoter 
activation and repression. All new findings could contribute to the development of new treatments for 
glucocorticoid-induced osteoporosis or towards the development of safer anti-inflammatory drugs with 
less negative effects on bone tissue.  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
- 11β-HSD – 11β-hidroksisteroidna 
dehidrogenaza 
- 5'-UTR – 5' neprevedena regija (angl. 5'-
untranslated region) 
- AB/AM – antibiotik/antimikotik 
- ACTH – kortikotropin (angl. 
adrenocorticotropic hormone) 
- AK – aminokislina 
- Ampr – gen za rezistenco na ampicilin 
- AP1 – aktivacijski protein 1  
- CBG – transkortin (angl. corticosteroid-
binding globulin) 
- cDNA – komplementarna 
deoksiribonukleinska kislina 
- COX-2 – ciklooksigenaza 2 
- CREB – vezavni protein za cAMP odzivne 
elemente (angl. cAMP response element 
binding protein) 
- CREs – cAMP odzivni elementi (angl. 
cAMP response elements)  
- CRH – kortikoliberin (angl. corticotropin 
releasing hormone) 
- Ct – pražni oz. kvantifikacijski cikel (angl. 
treshold cycle) 
- DBD – centralna DNA vezavna domena 
(angl. DNA-binding domain) 
- DCR – distalna kontrolna regija (angl. 
distal control region)  
- DEX – deksametazon 
- dH2O – enkrat prečiščena voda 
- DMEM – medij za gojenje celičnih kultur 
Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium 
- dNTP – nukleotid 
- FBS – fetalni goveji serum 
- GAPDH – gliceraldehid-3-fosfat 
dehidrogenaza 
- GFP – zeleni fluorescenčni protein (angl. 
green fluorescent protein) 
- GH – rastni hormon (angl. growth 
hormone)  
- GIO – z glukokortikoidi povzročena 
osteoporoza (angl. glucocorticoid-induced 
osteoporosis)  
- GIT – gastrointestinalni trakt 
- GK – glukokortikoid 
- GREs – glukokortikoidni odzivni elementi 
(angl. glucocorticoid-responsive elements) 
- HHS os – hipotalamo-hipofizo-
suprarenalna os 
- IFN – interferon 
- IGF-1 – inzulinu podobni rastni dejavnik 1 
(angl. insulin-like growth factor-1) 
- IGF-BP – IGF-vezavni protein (angl. IGF-
binding protein) 
- IL – interlevkin 
- JAK – Janus kinaza 
- kb – kilo baznih parov 
- LBD – C-terminalna domena z vezavnimi 
mesti za ligande (angl. C-terminal ligand 
binding domain) 
- L-glu – L-glutamin 
- MAPK – z mitogenom aktivirana kinaza 
(angl. mitogen activated protein kinase)  
- MCS – poliklonsko mesto (angl. multiple 
cloning site)  
- M-CSF – makrofagne kolonije 
stimulirajoči dejavnik (angl. macrophage 
colony-stimulating factor)  
- MKG – mineralna kostna gostota  
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- mRNA – informacijska ribonukleinska 
kislina (angl. messenger RNA) 
- N – število enot v vzorcu 
- NFATc1 – jedrni dejavnik aktiviranih T 
celic 1 (angl. nuclear factor of activated T 
cells 1) 
- NF-κB – jedrni dejavnik κB (angl. nuclear 
factor κB)  
- NR3C1; GR – glukokortikoidni receptor 
(angl. nuclear receptor subfamily 3 group 
C member) 
- NTD – N-terminalna regulatorna domena 
(angl. N-terminal transactivation domain) 
- OCP – enojedrni prekurzor osteoklastov 
(angl. osteoclast precursor) 
- OPG – osteoprotegerin 
- ORI – mesto začetka podvojevanja (angl. 
origin of replication) 
- PBS – 1x fosfatni pufer 
- pDNA – plazmidna deoksiribonukleinska 
kislina 
- PGE2 – prostaglandin E2 
- PKA – protein kinaza A 
- PKB; Akt – protein kinaza B  
- PPARγ – receptor za aktivator proliferacije 
peroksisoma γ (angl. peroxisome 
proliferator-activated receptor γ) 
- PTH – parathormon 
- PTHR1 – receptor za PTH 1 
- qPCR – kvantitativna verižna reakcija s 
polimerazo oz. verižna reakcija s 
polimerazo v realnem času  
- RANK – receptor za aktivacijo jedrnega 
dejavnika κB (angl. receptor activator of 
nuclear factor κB) 
- RANKL – ligand receptorja za aktivacijo 
jedrnega dejavnika κB (angl. receptor 
activator of nuclear factor κB ligand) 
- RISC – ribonukleoproteinski kompleks s 
siRNA (angl. RNA-induced silencing 
complex) 
- SD – standardna deviacija oz. odklon 
- SEGRAM – selektivni agonist ali 
modulator glukokortikoidnega receptorja 
- siRNA – dvoverižna ribonukleinska kislina 
(angl. small interfering RNA) 
- STAT – signalni pretvornik in aktivator 
transkripcije (angl. signal transducer and 
activator of transcription) 
- TCF – dejavnik T celic (angl. T cell factor) 
- TGF-β – transformirajoči rastni dejavnik β 
(angl. transforming growth factor β) 
- TNFRSF – naddružina receptorjev tumorje 
nekrotizirajočih dejavnikov (angl. tumor 
necrosis factor receptor superfamily) 
- TNFSF – naddružina ligandov tumorje 
nekrotizirajočih dejavnikov (angl. tumor 
necrosis factor superfamily) 
- TNF-α – tumorje nekrotizirajoči 
dejavnik α 
- TRAF6 – adapterski protein receptorja za 
tumor nekrotizirajoči faktor 6 (angl. tumor 
necrosis factor receptor associated factor) 
- VDREs – odzivni elementi za vitamin D 
(angl. vitamin D response elemnts) 
- VEGF – žilni endotelijski rastni dejavnik 
(angl. vascular endothelial growth factor) 
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1 UVOD 
1.1 KOSTNA FIZIOLOGIJA 
Človeško okostje je sestavljeno iz približno 200 kosti in opravlja različne funkcije. Predstavlja oporo za 
ostala tkiva, ščiti notranje organe, omogoča gibanje, skladišči kalcij in fosfate, igra pomembno vlogo 
pri ohranjanju kislinsko-bazičnega ravnotežja ter sodeluje pri hematopoezi, ki poteka v kostnem mozgu 
(1).  
Kostnina je mineralizirano vezivno tkivo, ki je sestavljeno iz medceličnine in 4 vrst celic (prikazano na 
Sliki 1) – osteoklastov, osteoblastov, osteocitov in osteoprogenitornih celic. V medceličnini ločimo 
organski matriks iz kolagenskih vlaken, glikoproteinov in glikozaminglikanov ter anorganski del iz 
kristalov soli kalcijevega hidroksiapatita (1, 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Vrste kostnih celic (prirejeno po (3)). Osteoprogenitorne celice nastajajo iz mezenhimskih matičnih 
celic in so prekurzorji osteoblastov, katerih glavna naloga je izgradnja nove kostnine. Osteoblasti, ki ostanejo 
ujeti v medceličnini, se diferencirajo v osteocite, ki se nato z značilnimi izrastki povežejo med sabo in z drugimi 
kostnimi celicami. Funkcija nastale mreže je podpiranje kostne strukture in metabolizma ter zaznavanje 
mehaničnih obremenitev, ki jim je podvržena kost. Četrti tip celic so večjedrni osteoklasti, ki izvirajo iz 
hematopoetskih celic monocitno-makrofagne vrste in so prilagojeni razgrajevanju mineraliziranega kostnega 
matriksa (1). 
V kostnem tkivu celo življenje poteka kostna prenova ali remodelacija, ki ohranja trdnost in prožnost 
kosti. To je intenziven proces, v katerem se stara kostnina razgradi in jo zamenja nova. Ravnovesje med 
razgradnjo in izgradnjo se tekom življenja fiziološko spreminja. V času odraščanja je formacija kosti 
večja od resorpcije, po 25. letu se procesa uravnotežita, po 35. letu pa razgradnja postane bolj intenzivna, 
zato kostna masa začne upadati (4). Razmerje se lahko spremeni tudi patološko, nepravilnosti v kostni 
prenovi pa vodijo v razvoj bolezni. Povečana razgradnja kostnine je značilna za rahitis, osteopenijo ter 
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osteoporozo. Povečano ali nenormalno formacijo nove kostnine pa najdemo pri osteodistrofiji, Pagetovi 
bolezni in osteopetrozi (5, 6). 
V kostni prenovi sodelujejo osteoblasti, ki gradijo kostnino, in osteoklasti, ki jo razgrajujejo. Skupaj 
tvorijo kostno remodelacijsko enoto in ustvarjajo primerno mikrookolje za proces, ki je natančno 
uravnavan na več nivojih. Parathormon (PTH), aktivna oblika vitamin D – 1,25(OH)2 D3, kalcitonin, 
spolni, rastni, ščitnični hormoni in kortikosteroidi regulirajo število in aktivnost kostnih celic na 
sistemski ravni. Lokalno pa med najpomembnejše regulatorje sodijo molekule iz sistema 
RANKL/RANK/OPG in sistema Wnt/β-katenin (1, 4).  
Kostna prenova je sestavljena iz več faz (prikazano na Sliki 2):  
1. Mirovanje in aktivacija – zaradi ustreznega dražljaja pride do aktivacije ploščatih osteoblastov (angl. 
lining cells), ki ležijo na kostnini. Kostna površina se razkrije in začne kemotaktično privabljati 
prekurzorje osteoklastov. 
2. Resorpcija oz. razgradnja kostnine – osteoklasti se po diferenciaciji in aktivaciji prilepijo na razkrito 
mesto in začnejo sproščati vodikove ione, kislo fosfatazo, katepsin K in različne metaloproteinaze, 
ki razgrajujejo mineraliziran organski matriks. 
3. Preobrat in aktivacija osteoblastov – mononuklearni fagociti do konca očistijo resorpcijsko lakuno, 
sledi privabljanje prekurzorjev osteoblastov, njihova diferenciacija in aktivacija.  
4. Formacija oz. gradnja kostnine – osteoblasti sintetizirajo kolagen in druge dele organske 
medceličnine oziroma osteoida. Del osteoblastov se obda z organskim matriksom in pretvorijo se v 
osteocite, preostali pa se sploščijo na površini nove kostnine. Po mineralizaciji medceličnine se 
kostna remodelacija zaključi (1, 4, 7). 
Slika 2: Kostna prenova oz. remodelacija (prirejeno po (8)). Kostna prenova poteka v več korakih - 
mirovanje in aktivacija ploščatih osteoblastov, privabljanje osteoklastov, razgradnja kostnine, preobrat in 
čiščenje erozijske lakune, privabljanje osteoblastov, izgradnja organskega dela kostnine in mineralizacija (4). 
3 
 
1.2 SISTEM RANKL/RANK/OPG 
Molekularna triada RANKL/RANK/OPG predstavlja enega izmed ključnih regulatorjev kostnega 
metabolizma in ima pomembno vlogo pri razvoju kostnih obolenj. Ligand receptorja za aktivacijo 
jedrnega dejavnika κB (angl. receptor activator of nuclear factor κB ligand, RANKL) in receptor za 
aktivacijo jedrnega dejavnika κB (angl. receptor activator of nuclear factor κB, RANK) nadzorujeta 
razvoj osteoklastov (osteoklastogenezo) in njihovo aktivnost. Osteoprotegerin (OPG) kosti ščiti in z 
inhibicijo RANKL preprečuje, da bi bila razgradnja kostnine in izguba kostne mase prevelika (9). Zato 
ima razmerje med RANKL in OPG pomemben vpliv na kostno maso in integriteto kostnine (10). 
RANKL je transmembranski protein tipa 2 iz 317 aminokislin (AK), ki sodi v naddružino ligandov 
tumorje nekrotizirajočih dejavnikov (angl. tumor necrosis factor superfamily, TNFSF). Sestavljajo ga 
C-terminalni citoplazemski del, transmembranski heliks in N-terminalni zunajcelični del. Pojavlja se 
tudi kot topna oblika, ki nastane s cepitvijo z ekstracelularnimi proteazami ali zaradi alternativnega 
izrezovanja primarnega transkripta. Zapis za RANKL leži na genu TNFSF11, ki se izraža v kosteh in 
kostnem mozgu v celicah osteoblastne vrste, aktiviranih limfocitih B in T, v bezgavkah, priželjcu, 
mlečnih žlezah in pljučih (10–12). 
RANK je receptor za RANKL in spada v naddružino receptorjev tumorje nekrotizirajočih dejavnikov 
(angl. tumor necrosis factor receptor superfamily, TNFRSF). Je transmembranski protein tipa 1 iz 616 
AK, ki ga kodira gen TNFRSF11A. Tako kot RANKL je sestavljen iz 3 domen, v N-terminalnem 
zunajceličnem delu pa vsebuje tudi štiri s cisteinom bogate psevdoponovitve, ki so pomembne za vezavo 
na RANKL. Najdemo ga predvsem na površini enojedrnih prekurzorjev osteoklastov (angl. osteoclast 
precursor, OCP), na zrelih osteoklastih, limfocitih B in T, dendritičnih celicah, prisoten je tudi v 
skeletnih mišicah, srcu, pljučih, jetrih, ledvicah, v priželjcu in tankem črevesju (10, 11, 13). 
OSTEOPROTEGERIN je topen protein, sestavljen iz 401 AK. Pred sekrecijo iz celice pride do 
homodimerizacije, odcepitve signalnega proteina in N-glikozilacije. Enako kot RANK sodi v 
naddružino TNFRSF in vsebuje štiri s cisteinom bogate psevdoponovitve. Zapis za OPG leži na genu 
TNFRSF11B, ki se izraža v različnih tkivih – v kosteh, srcu, pljučih, ledvicah, jetrih in vranici (10, 11). 
 
1.2.1 Mehanizem delovanja sistema RANKL/RANK/OPG 
Os RANKL/RANK/OPG je glavna signalna pot, po kateri osteoblasti in osteociti uravnavajo 
osteoklastogenezo (prikazano na Sliki 3) in s tem kostno homeostazo. Dražljaji za kostno prenovo, ki se 
začne s kostno razgradnjo, so mikro poškodbe v kostnini, spremembe v mehanskih obremenitvah na 
kosti zaradi povečanja telesne teže ali večje telesne aktivnosti ter spremembe v koncentracijah različnih 
hormonov, citokinov in rastnih dejavnikov (13).  
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Slika 3: Signalna pot RANKL/RANK/OPG (prirejeno po (12)). Osteoblasti in osteociti prek sproščanja 
M-CSF, RANKL in OPG nadzorujejo razvoj in aktivnost osteoklastov in s tem jakost kostne resorpcije. RANKL se 
veže na RANK na preosteoklastih, ki z aktivacijo TRAF6, NF-κB, MAPK, c-Fos in NFATc1 poveča izražanje genov 
za osteoklastogenezo. Prek c-Src in protein kinaze B pa aktivira anti-apoptotični program in tako podaljša 
življenjsko dobo osteoklastov. OPG signaliziranju nasprotuje s preprečevanjem interakcije med RANK in RANKL 
(12). 
PTH, rastni hormon (angl. growth hormone, GH), vitamin 1,25(OH)2 D3, prostaglandin E2 (PGE2), 
tumorje nekrotizirajoči dejavnik α (TNF-α), interlevkini IL-1, IL-6, IL-7, IL-8 IL-11, IL-17 so 
regulatorji, ki povečajo izražanje RANKL v osteoblastih in osteocitih (14, 15). RANKL se nato veže na 
RANK na površini OCP in skupaj z makrofagne kolonije stimulirajočim dejavnikom (angl. macrophage 
colony-stimulating factor, M-CSF) usmerja diferenciacijo hematopoetskih matičnih celic v zrele 
večjedrne osteoklaste. Sledi interakcija citoplazemskega dela receptorja RANK z adapterskim 
proteinom receptorja za tumor nekrotizirajoči faktor 6 (angl. tumor necrosis factor receptor associated 
factor, TRAF6), kar sproži kaskado kinaznih reakcij in aktivirajo se različne signalne poti znotraj celice. 
Pomembni sta predvsem aktivacija jedrnega dejavnika κB (angl. nuclear factor κB, NF-κB) in z 
mitogenom aktivirane kinaze (angl. mitogen activated protein kinase, MAPK), ki po translokaciji v jedro 
povečata izražanje transkripcijskega dejavnika c-Fos. Le-ta po interakciji z jedrnim dejavnikom 
aktiviranih T celic 1 (angl. nuclear factor of activated T cells 1, NFATc1) poveča transkripcijo genov 
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za osteoklastogenezo. TRAF6 kompleksira tudi tirozin kinazo c-Src, kar aktivira anti-apoptotično 
protein kinazo B (PKB, Akt), ki inhibira kaskadno reakcijo kaspaz in s tem zmanjša apoptozo 
osteoklastov (10, 12). 
Učinke citokina RANKL omejuje protein OPG, ki se prav tako izloča iz osteoblastov. Z vezavo na 
RANKL nasprotuje delovanju kompleksa RANK-RANKL in s tem preprečuje preveliko resorpcijo 
kostnega tkiva (10, 12). Ekspresijo OPG povečujejo IL-1, TNF-α, transformirajoči rastni dejavnik β 
(angl. transforming growth factor β, TGF-β), ligandi iz sistema Wnt/β-katenin, ki regulirajo tudi 
aktivacijo osteoblastov in kostno formacijo, ter estrogen, zato po padcu tega hormona v menopavzi lahko 
opazimo večjo izgubo kostnine. Negativni regulatorji OPG pa so PTH, PGE2, vitamin 1,25(OH)2D3 in 
glukokortikoidi (15, 16). Do manjše osteoklastogeneze in aktivacije osteoklastov pride tudi zaradi TGF-
β, IL-4, IL-10, IL-13, IL-18, interferona β in γ (IFN-β, IFN-γ) ter estrogena, ki zavirajo ekspresijo 
RANKL (13, 17). 
Funkcije sistema RANKL/RANK/OPG pa niso vidne le v kosteh. Odgovoren je tudi za uravnavanje 
zunajskeletnega kalcija in kalcifikacijo arterij, vpliva na diferenciacijo limfocitov B in T ter preživetje 
dendritičnih celic, na razvoj bezgavk, mlečnih žlez v nosečnosti, hormonsko odvisnega raka na dojkah 
in pojav kostnih metastaz (9, 11, 18). 
 
1.3 REGULACIJA IZRAŽANJA GENA ZA RANKL 
Regulacija izražanja genov je kompleksen proces, v katerem sodelujejo različni regulatorni proteini oz. 
transkripcijski dejavniki. Le-ti vsebujejo posebne elemente, ki prepoznavajo specifična DNA zaporedja 
in se nanje vežejo. Ločimo aktivatorje, ki povečujejo moč interakcije med promotorjem in RNA 
polimerazo in s tem stimulirajo prepisovanje genov, in represorje, ki prepisovanje ustavljajo (19). 
Humani gen TNFSF11 za RANKL leži na kromosomu 13q14, sestavljen je iz 5 eksonov in obsega 33,9 
kilo baznih parov (kb) (15, 20). Ekson 1 nosi zapis za 5' neprevedeno regijo (angl. 5'-untranslated region, 
5'-UTR), znotrajcelično in transmembransko domeno, eksoni 2 do 5 pa za zunajcelično domeno 
proteina. Pred eksonom 1 leži regulacijsko zaporedje, ki vsebuje promotor in več različnih vezavnih 
mest za transkripcijske dejavnike (nekaj jih je prikazanih na Sliki 4) (21). 
 
 
 
 
 
6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4: Regulatorni elementi na humanem genu za RANKL (prirejeno po (20)). PTH, citokini tipa 
IL-6 in Wnt aktivirajo različne signalne poti, kar povzroči, da se jedrni dejavniki vežejo na posebna vezavna mesta 
na regulatornem zaporedju gena za RANKL in vplivajo na njegovo izražanje. Vitamin D3 se na DNA veže direktno 
in povečuje ekspresijo RANKL (20).  
Eden najpomembnejših stimulatorjev izražanja RANKL v celicah osteoblastne vrste je PTH. Nizke 
plazemske koncentracije Ca2+ povečajo sproščanje PTH iz obščitničnih žlez in njegovo vezavo na 
receptor za PTH 1 (PTHR1). Sledi aktivacija signalne poti protein kinaza A (PKA)/cAMP in 
fosforilacija vezavnega proteina za cAMP odzivne elemente (angl. cAMP response element binding 
protein, CREB) (22). CREB se veže na cAMP odzivne elemente (cAMP response elements, CREs) na 
distalni kontrolni regiji (angl. distal control region, DCR) gena, ki je dolga 2 kb in se nahaja 76 kb pred 
mestom za začetek prepisovanja. Znotraj DCR in v drugih regijah v bližini ležijo tudi odzivni elementi 
za vitamin D (angl. vitamin D response elemnts, VDREs), prek katerih ekspresijo RANKL povečuje 
vitamin 1,25(OH)2 D3. Naslednji močni spodbujevalci izražanja RANKL so citokini tipa IL-6 (npr. IL-
6, IL-11, onkostatin M), ki s pomočjo signalnega pretvornika gp130 aktivirajo različne signalne poti – 
CREB, MAPK in Janus kinaza (JAK)/signalni pretvornik in aktivator transkripcije (angl. signal 
transducer and activator of transcription, STAT). Nujna je predvsem aktivacija in vezava dejavnika 
STAT3, vendar njegova vezavna mesta še niso točno določena. Izražanje RANKL posredno stimulirata 
tudi IL-1 in TNF-α, saj povečujeta ekspresijo genov za citokine tipa IL-6. Pomemben transkripcijski 
dejavnik je še RUNX2 (angl. runt-related transcription factor 2), ki je nujno potreben za diferenciacijo 
osteoblastov. Nasprotno kot stimulatorji izražanja pa delujejo signalne molekule iz osi Wnt/β-katenin. 
Wnt se veže na receptor FZD, kar omogoči translokacijo β-katenina v jedro in interakcijo z dejavnikom 
T celic (angl. T cell factor, TCF), ki zmanjša ekspresijo RANKL (20).  
Izražanje RANKL v celicah osteoblastne vrste pa ni regulirano le s transkripcijskimi dejavniki, ampak 
nanj vplivajo tudi epigenetski mehanizmi. V bližini gena za RANKL so že odkrili regije, bogate s 
citozini, ki jim sledijo gvanini, imenovane CpG otočki. Le-ti so lahko podvrženi metilaciji, ki inhibira 
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izražanje tako, da preprečuje vezavo transkripcijskih dejavnikov na regulatorno zaporedje gena (23). 
Promotor na genu za RANKL je podvržen tudi histonski acetilaciji, ki vpliva na naboj histonov, tesnost 
zvitja DNA, strukturo kromatina in s tem na ekspresijo genov. Acetilacija povečuje dostopnost DNA, 
deacetilacija pa jo zmanjšuje. To so potrdili z dodatkom trihostatina A, inhibitorja histonske deacetilaze, 
kar je močno povečalo aktivnost promotorja in ekspresijo RANKL (24). 
 
1.4 UČINKI ENDOGENIH GLUKOKORTIKOIDOV 
Endogeni glukokortikoidi (GK) oz. kortikosteroidi so steroidni hormoni, ki nastajajo iz holesterola v 
skorji nadledvične žleze. Njihova koncentracija v krvi niha glede na cirkadiani ritem, največja je zgodaj 
zjutraj in najmanjša zvečer. Sintetizirajo in izločajo se tudi kot obrambni odziv na stres, npr. zaradi 
poškodb, infekcij, hipoglikemije, psihičnega stresa, zato jim pravimo tudi stresni hormoni. Zaradi 
primernega dražljaja se iz hipotalamusa začne sproščati kortikoliberin (angl. corticotropin releasing 
hormone, CRH), ki stimulira izločanje kortikotropina (angl. adrenocorticotropic hormone, ACTH) iz 
adenohipofize. ACTH nato v skorji nadledvične žleze spodbudi sintezo in sekrecijo glukokortikoidov, 
ki po negativni povratni zanki zavirajo nadaljnje izločanje CRH in ACTH. Hipotalamo-hipofizo-
suprarenalna os (os HHS) tako nadzoruje in omejuje delovanje kortikosteroidov (25–28).  
Glavni predstavnik glukokortikoidov pri ljudeh je kortizol (hidrokortizon), ki potuje po krvi vezan na 
transkortin (angl. corticosteroid-binding globulin, CBG), manjši del pa v prosti obliki, ki lahko prehaja 
plazemske membrane. Kortizol je fiziološko aktivna oblika, njegova biorazpoložljivost znotraj celice pa 
je pod nadzorom izoencimov 11β-hidroksisteroidne dehidrogenaze (11β-HSD1 in 11β-HSD2; prikazano 
na Sliki 5). Spreminjanje količine ali aktivnosti obeh encimov vpliva na različno celično oz. tkivno 
občutljivost na glukokortikoide (27, 29). 
 
 
 
 
 
 
Slika 5: Celična presnova kortizola z izoencimoma 11β-HSD (prirejeno po (30)). Encim 11β-HSD2 
pretvarja aktivni kortizol v neaktivni metabolit kortizon, encim 11β-HSD1 deluje v obratni smeri. Encima s svojo 
aktivnostjo vplivata na biorazpoložljivost kortizola v celici in omogočata oz. preprečujeta njegove 
glukokortikoidne učinke (27).  
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Kortizol v telesu regulira številne fiziološke procese z namenom ohranjanja homeostaze in je pomemben 
za normalen razvoj različnih tkiv. Metabolični učinki so usmerjeni v zvišanje krvne koncentracije 
glukoze, zato podpira njeno nastajanje s pospeševanjem glukoneogeneze v jetrih, s povečanim 
katabolizmom beljakovin in lipolizo. Zaradi potenciranja delovanja kateholaminov in angiotenzina II se 
poveča krvni tlak, značilno je tudi povečano izločanje urina. Zelo pomembno vlogo igra v uravnavanju 
moči imunskega in vnetnega odziva, da le-ta ne postane škodljiv. Inhibira delovanje fosfolipaze A2 in 
ciklooksigenaze 2 (COX-2) in s tem nastajanje vnetnih eikozanoidov (prostaglandini, levkotrieni in 
tromboksan), zavira tvorbo provnetnih citokinov, kot sta IL-1 in TNF-α, ter zmanjšuje količino in 
aktivnost celic imunskega sistema na mestu vnetja (25, 27–29). 
 
1.5 GLUKOKORTIKOIDNI RECEPTOR NR3C1 
Glukokortikoidi posredujejo svoje učinke skozi vezavo na znotrajcelični glukokortikoidni receptor 
(angl. nuclear receptor subfamily 3 group C member 1, NR3C1, GR), ki sodi v družino steroidnih jedrnih 
receptorjev in od ligandov odvisnih transkripcijskih dejavnikov (27, 31). 
Je modularni protein iz treh glavnih domen – N-terminalne regulatorne domene (angl. N-terminal 
transactivation domain, NTD), centralne DNA vezavne domene (angl. DNA-binding domain, DBD) in 
C-terminalne domene z vezavnimi mesti za ligande (angl. C-terminal ligand binding domain, LBD) kot 
so glukokortikoidi in drugi kofaktorji. NTD vsebuje transaktivacijsko domeno AF1, ki vstopa v 
interakcije s koregulatorji, kofaktorji in transkripcijskimi dejavniki in je primarno mesto za 
posttranslacijske modifikacije. Del DBD sta dva cinkova prsta, ki prepoznavata in se vežeta na tarčne 
DNA sekvence, imenovane glukokortikoidni odzivni elementi (angl. glucocorticoid-responsive 
elements, GREs). LBD vsebuje še transaktivacijsko regijo AF2, skupaj z DBD pa omogoča dimerizacijo 
receptorja (26, 27).  
Glukokortikoidni receptor se izraža v skoraj vseh celicah človeškega telesa, kodira pa ga gen NR3C1, 
ki je sestavljen iz 9 eksonov in leži na kromosomu 5q31-32. Zaradi različnih začetkov translacije, 
izrezovanja in posttranslacijskih modifikacij obstaja več variant glukokortikoidnega receptorja 
(prikazano na Sliki 6). Dve glavni izoformi receptorja sta GRα in GRβ, ki nastaneta zaradi alternativnega 
izrezovanja v eksonu 9. Podtip GRα je klasična oblika glukokortikoidnega receptorja z značilnimi 
glukokortikoidnimi učinki, podtip GRβ pa ima zaradi drugačnega C-terminalnega zaporedja svoje 
lastnosti. Nahaja se v jedru celice, ne veže glukokortikoidnih agonistov in deluje kot GRα antagonist. 
Tako uravnava glukokortikoidne učinke, povišanje koncentracije GRβ pa lahko vodi celo v zmanjšano 
občutljivost celic ali rezistenco na glukokortikoide (26, 27, 32). 
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Slika 6: Različni podtipi glukokortikoidnega receptorja NR3C1 (prirejeno po (33)). Gen NR3C1 nosi 
zapis za NTD na eksonu 2, za DBD na eksonih 3 in 4, za LBD pa na eksonih 5 do 9. Alternativno izrezovanje 
primarnega transkripta v eksonu 9 je razlog za nastanek dveh glavnih izoform receptorja – GRα in GRβ. 
Alternativni začetki translacije mRNA vplivajo na dolžino NTD, različne posttranslacijske modifikacije pa 
prispevajo k še večjemu repertoarju različnih podtipov receptorja (27). 
Ob odsotnosti kortizola se NR3C1 nahaja v citoplazmi kot del velikega multiproteinskega kompleksa s 
šaperoni in imunofilini. Po vezavi z glukokortikoidi pride do konformacijske spremembe in disociacije 
iz proteinskega kompleksa. Kompleks GK-GR nato potuje skozi jedrne pore v celično jedro, kjer se veže 
na GREs in skupaj z različnimi kofaktorji regulira izražanje tarčnih genov (prikazano na Sliki 7). 
Interakcija s pozitivnimi GREs vodi v aktivacijo promotorja in začetek transkripcije (transaktivacija) ter 
sintezo ustreznih proteinov, kot so protivnetni lipokortin I, IL-10, inhibitor κB, MAPK, encima glukoza-
6 fosfataza in PEPCK, ki sta vpletena v metabolizem glukoze in drugi. Vezava na negativne GREs pa 
povzroči zmanjšano ekspresijo specifičnih genov (transrepresija), npr. osteokalcina in liganda Fas (27, 
34–36). Na katere elemente se bo vezal kompleks GK-GR in kakšni bodo učinki, je močno odvisno od 
tipa celice, prisotnosti koaktivatorjev in korepresorjev ter strukture jedrnega kromatina, ki določa, kateri 
GREs so dostopni (37).  
Glukokortikoidni receptor lahko nadzoruje transkripcijo genov tudi neodvisno od vezave na DNA prek 
interakcij z različnimi transkripcijskimi dejavniki (angl. tethering). Do nedirektne transrepresije pride, 
če se veže na dejavnike v citoplazmi in jim preprečuje translokacijo v jedro ali zmanjša njihovo 
aktivnost, ko so že vezani na specifične odzivne elemente na DNA. Na tak način inhibira delovanje 
provnetnih dejavnikov, npr. aktivacijskega proteina 1 (AP1), NF-κB, CREB in NFAT, kar zmanjša 
izražanje genov za provnetne citokine in kemokine (27, 35, 38). Transrepresija je glavni mehanizem, ki 
vodi v imunosupresivno in protivnetno delovanje glukokortikoidov, njihovi metabolni učinki pa naj bi 
bili posledica transaktivacije (37). 
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Slika 7: Genomski mehanizmi delovanja glukokortikoidnega receptorja (prirejeno po (39)). 
Kompleks GR-GK regulira izražanje genov na več načinov. Za transaktivacijo je potrebna vezava homodimera 
GR na pozitivni GRE ali vezava monomera GR na DNA skupaj s koaktivatorjem. Do indukcije tarčnih genov pride 
tudi zaradi nedirektne transaktivacije, ko GR ni v stiku z DNA, ampak se veže na transkripcijski dejavnik (TF), ki 
aktivira promotor gena. Podobno je pri transrepresiji, le končni učinek je nasproten, saj se izražanje tarčnih genov 
zmanjša (38). 
Glavni način delovanja glukokortikoidov je prek uravnavanja transkripcije genov, ki traja od nekaj 
minut do nekaj ur. Njihovi učinki pa so tako raznovrstni in kompleksni tudi zaradi neklasičnega oz. 
negenomskega mehanizma delovanja, ki je viden že v nekaj sekundah. Visoke koncentracije 
kortikosteroidov lahko neodvisno od GR povečajo celično koncentracijo različnih sekundarnih 
prenašalcev, kot so cAMP, inozitol-3 fosfat in Ca2+. Negenomska načina delovanja GR pa sta 
kompleksiranje kinaz, kar vpliva na aktivnost kinaznih kaskad, in translokacija receptorja v mitohondrij, 
kjer prispeva k regulaciji apoptoze (27, 38). 
 
1.6 TERAPIJA S SINTETIČNIMI GLUKOKORTIKOIDI 
Protivnetni in imunosupresivni učinki endogenih glukokortikoidov so vodili v razvoj sintetičnih 
agonistov. Oralno, topikalno in inhalacijsko se kortikosteroidi uporabljajo pri akutnih in kroničnih 
vnetjih, revmatoidnem artritisu, ulceroznem kolitisu, astmi, multipli sklerozi, raznih kožnih obolenjih 
in po transplantacijah organov. Zaradi proapoptotičnih lastnosti so tudi del terapije pri določenih vrstah 
levkemij in limfomov (26, 27, 40). 
Sintetični kortikosteroidi (npr. metilprednizolon, betametazon, budezonid, deksametazon…) so 
terapevtsko zelo učinkoviti, vendar dolgotrajna uporaba oz. uporaba visokih odmerkov predstavlja 
nevarnost za zdravje pacientov. Resni stranski učinki povezani z glukokortikoidi so osteoporoza, atrofija 
kože, hiperglikemija, inzulinska intoleranca, povečanje telesne teže, hipertenzija, glavkom in zmanjšana 
funkcija imunskega sistema. V določenih tkivih se začne pojavljati zmanjšana občutljivost ali rezistenca 
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na glukokortikoide, zmanjša se tudi odzivnost osi HHS, zato je produkcija endogenega kortizola po 
prenehanju jemanja kortikosteroidov nezadostna za normalne fiziološke procese in v obrambi pred 
stresom (25–27, 40).  
 
1.7 Z GLUKOKORTIKOIDI POVZROČENA OSTEOPOROZA 
Osteoporoza je sistemska degenerativna bolezen skeleta (prikazano na Sliki 8), ki nastane zaradi 
spremenjene kostne presnove. Značilna je zmanjšana količina kostne mase in spremenjena 
mikroarhitektura kostnega tkiva, zato se zmanjšata moč ter kvaliteta kosti in poveča tveganje za zlome 
pri vsakodnevnih obremenitvah (4, 41). Najpogostejši so zlomi vretenc, zapestja in kolka, ki zaradi 
počasnega zdravljenja in imobilizacije bolnika zmanjšujejo kvaliteto življenja, povzročajo kronične 
bolečine ali celo klinične zaplete, kot so na primer venski tromboembolizem, pljučnica ali možganska 
kap, ki lahko vodijo v smrt (42). 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 8: Primerjava normalne in osteoporotične kosti (prirejeno po (43)). Svetovna zdravstvena 
organizacija definira osteoporozo kot zmanjšanje mineralne kostne gostote (MKG) za 2,5 ali več standardnih 
deviacij (SD) glede na najvišjo vrednost pri mladih zdravih odraslih osebah (4, 41). 
Pri primarni osteoporozi se kostnina spremeni zaradi starosti, saj pride do manjšega nastajanja rastnega 
hormona in opešanja osteoblastov, pri ženskah je ključno tudi pomanjkanje estrogena (t.i. 
postmenopavzalna osteoporoza) (29). Sekundarna osteoporoza pa nastane kot posledica določenih 
bolezni ali kot stranski učinek zdravil. V to skupino sodi z glukokortikoidi povzročena osteoporoza 
(angl. glucocorticoid-induced osteoporosis, GIO), ki je pogost pojav po dolgotrajni terapiji z 
glukokortikoidi (41). Za GIO je značilen potek v dveh fazah. Kmalu po začetku terapije pride do hitrega 
zmanjšanja kostne mase predvsem v trabekularni kostnini, nato sledi druga faza s počasnejšo izgubo 
kostnega tkiva. Pri primarni osteoporozi verjetnost za zlome sovpada z zmanjšanjem MKG, pri GIO pa 
se zlomi lahko pojavijo že v prvih treh mesecih terapije, ko znižanje MKG še ni izrazito (44). Dodatni 
dejavnik tveganja za GIO so visoki odmerki sintetičnih kortikosteroidov, saj imajo le-ti večjo afiniteto 
do glukokortikoidnega receptorja in večjo biorazpoložljivost kot kortizol. Značilno je, da se ne vežejo 
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na transkortin, delovanje izoencima 11β-HSD2, ki pretvarja glukokortikoide iz aktivne v neaktivno 
obliko, pa je omejeno zaradi različnih substituentov, ki mu onemogočajo dostop (27, 40, 44, 45). 
Pojavnost GIO se dodatno poveča zaradi visoke starosti, nizke telesne mase, predhodno nizke MKG in 
zlomov, kajenja, alkoholizma in drugih bolezni, kot sta npr. revmatoidni artritis in vnetna črevesna 
bolezen z malabsorpcijo. Vpliva tudi genotip glukokortikoidnega receptorja, saj različni polimorfizmi v 
NTD regiji na NR3C1 lahko povečajo (npr. polimorfizem N363S) ali zmanjšajo (npr. polimorfizem 
ER22/23EK) tkivno občutljivost na glukokortikoide (27, 45).  
 
1.7.1 Patogeneza z glukokortikoidi povzročene osteoporoze 
Patogeneza GIO je kompleksna (prikazano na Sliki 9), saj dolgotrajna administracija glukokortikoidov 
ne vpliva le na procese v kosteh, ampak se njihovi učinki kažejo tudi v drugih tkivih, kar prav tako 
prispeva k večji šibkosti kostnine in nevarnosti za zlome (44). Kortikosteroidi povečajo razgradnjo 
vitamina 1,25(OH)2D3, kar vodi v zmanjšano absorpcijo kalcija v gastrointestinalnem traktu (GIT) in 
povečano izločanje v ledvicah. Hipokalciemija sproži sintezo in izločanje PTH, ki pospeši izplavljanje 
Ca2+ iz kosti tako, da aktivira osteoklaste. Učinki v endokrinem sistemu se vidijo kot zmanjšano 
izločanje spolnih hormonov (androgenov in estrogenov), GH, inzulinu podobnega rastnega dejavnika 1 
(angl. insulin-like growth factor 1, IGF-1) in IGF-vezavnega proteina (angl. IGF-binding protein, IGF-
BP), kar vodi v zmanjšano kostno formacijo in povečano resorpcijo (29, 44). Pomemben dejavnik, ki 
vpliva na povečano verjetnost za padce in zlome, je tudi mišična šibkost. Glukokortikoidi povečajo 
proteolizo, zmanjšajo vnos AK v mišice in zavrejo sintezo novih proteinov, kar vodi v atrofijo mišičnih 
vlaken in oslabelost skeletnih mišic (46). 
Kljub vsem zunajskeletnim dejavnikom pa so glavni razlog za nastanek GIO direktni učinki 
glukokortikoidov v kostnih celicah. V fizioloških koncentracijah so stresni hormoni pomembni 
stimulatorji osteoblastogeneze in s spodbujanjem kostne formacije prispevajo k pravilnemu razvoju 
skeletne strukture. Paradoksalno pa pride ob povečani sintezi endogenih ali vnosu sintetičnih oblik 
glukokortikoidov do inhibicije signalne poti Wnt/β-katenin in zmanjšanega izražanja transkripcijskega 
dejavnika RUNX2. Skupaj s povečano ekspresijo adipogenega transkripcijskega dejavnika receptorja 
za aktivator proliferacije peroksisoma γ (angl. peroxisome proliferator-activated receptor γ, PPARγ), ki 
preusmeri diferenciacijo mezenhimskih matičnih celic v adipocite, tako prispevajo k zmanjšanju števila 
osteoprogenitornih celic in njihovi diferenciaciji v osteoblaste. Aktivacija kaspaze 3 in povečano 
nastajanje reaktivnih kisikovih zvrsti pa povzroči apoptozo zrelih osteoblastov in formacija nove 
kostnine je okrnjena. Zaradi enakih vzrokov se poveča tudi apoptoza osteocitov, kar vpliva na kvaliteto 
in moč kosti ter povzroča zmanjšanje količine žilnega endotelijskega rastnega dejavnika (angl. vascular 
endothelial growth factor, VEGF) in s tem manjšo skeletno angiogenezo. Količina intersticijske tekočine 
v kosteh ključno vpliva na odpornost kosti pri obremenitvah, zato je ob zmanjšanju vode v kosteh 
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absorpcija energije pri padcih slabša. Delovanje kortikosteroidov na osteoklaste je ravno nasprotno. V 
prvi fazi z zaviranjem apoptotičnih signalnih poti povzročijo, da se življenjska doba osteoklastov 
podaljša, sočasno pa naj bi stimulirali (M-CSF, IL-6) in zavirali (OPG, IFN-β) izražanje različnih 
transkripcijskih dejavnikov v osteoblastih. Predvsem spremenjeno razmerje med RANKL in OPG 
vpliva pozitivno na osteoklastogenezo in aktivnost zrelih osteoklastov, zato se kostna razgradnja močno 
poveča. V drugi fazi se resorpcija kostnine upočasni, saj glukokortikoidi s časoma zmanjšajo resorptivne 
sposobnosti osteoklastov in zavrejo proliferacijo prekurzorjev osteoklastov (4, 44, 45, 47).  
 
 
Slika 9: Patogeneza z glukokortikoidi povzročene osteoporoze (prirejeno po (48)). Povečana 
koncentracija endogenih ali sintetičnih glukokortikoidov vpliva na kostne celice, endokrini sistem, koncentracijo 
citokinov, presnovo kalcija in mišice. Skupni učinki vodijo v zmanjšano kostno maso, slabšo kvaliteto kostnine in 
povečano verjetnost padcev, kar poveča tudi verjetnost zlomov (44). 
  
14 
 
2 NAMEN DELA 
RANKL, lokalni dejavnik iz sistema RANKL/RANK/OPG, igra ključno vlogo v kostnem metabolizmu 
kot regulator osteoklastogeneze in aktivnosti osteoklastov. O njegovih učinkih in mehanizmu delovanja 
v kosteh in drugih tkivih je bilo narejenih že veliko raziskav, kakšna je njegova genska regulacija pa še 
ni popolnoma znano. Na izražanje gena za RANKL vplivajo različni transkripcijski dejavniki, ki se 
vežejo na regulatorno regijo gena in izražanje gena aktivirajo ali zavirajo. Preveliko izražanje RANKL 
lahko na primer vodi v povečano razgradnjo kostnine, izgubo kostne mase in razvoj bolezni kot je 
osteoporoza. Odkritje novih transkripcijskih dejavnikov ali načinov regulacije izražanja RANKL je zato 
pomembno za razumevanje genskega uravnavanja fizioloških in patoloških procesov, ki jih regulira 
RANKL. 
V predhodnih raziskavah raziskovalne skupine kostnih bolezni na Fakulteti za Farmacijo, Univerza v 
Ljubljani so pokazali, da je glukokortikoidni receptor NR3C1 ena izmed regulatornih molekul, ki vpliva 
na aktivnost promotorja gena za RANKL (49, 50). Namen magistrske naloge je torej ugotoviti, kako 
aktivacija in utišanje gena za glukokortikoidni receptor NR3C1 vplivata na izražanje gena za RANKL 
na nivoju transkripcije.  
Preverjali bomo naslednje hipoteze:  
1. Glukokortikoidni receptor NR3C1 poveča izražanje gena za RANKL. 
2. Glukokortikoidni receptor NR3C1 ob dodatku deksametazona dodatno poveča izražanje gena za 
RANKL.  
3. Utišanje gena za glukokortikoidni receptor NR3C1 zmanjša izražanje gena za RANKL. 
Hipoteze bomo v prvem delu raziskovalnega dela preverili z uporabo plazmidnega vektorja z zapisom 
za glukokortikoidni receptor NR3C1. Plazmid bomo s transfekcijo vnesli v sesalsko celično linijo A549 
(pljučni tumor), del celic bomo po transfekciji tretirali še z deksametazonom. V drugem delu bomo 
uporabili metodo utišanja genov – RNA interferenco. V sesalski celični liniji A549 in HOS 
(osteosarkom) bomo s transfekcijo vnesli siRNA z zapisom za glukokortikoidni receptor NR3C1. V 
obeh delih bomo iz celic izolirali RNA in jo z reverzno transkripcijo prepisali v cDNA. Nato bomo s 
kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo (qPCR) določali nivo izražanja RANKL ob prisotnosti in 
odsotnosti glukokortikoidnega receptorja NR3C1 ter deksametazona.  
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3 MATERIALI IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
Kemikalije: 
- 1x fosfatni pufer – PBS pufer (Lonza), 
- 70 % etanol (Merck), 
- antibiotik/antimikotik (Gibco), 
- deksametazon, 
- enkrat prečiščena voda – dH2O, 
- fetalni goveji serum – FBS (Gibco), 
- L-glutamin (Sigma-Aldrich), 
- medij za gojenje celičnih kultur 
Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium 
High Glucose – DMEM High Glucose 
(BioWest), 
- medij za gojenje celičnih kultur 
Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium 
Low Glucose – DMEM Low Glucose 
(BioWest), 
- medij za gojenje celičnih kultur 
OptiMEM™ (Gibco), 
- RNaseZap™ (Sigma-Aldrich), 
- tripsin-EDTA 0,25% (BioWest).
 
Reagenčni kompleti: 
- 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Supermix (Solis Biodyne), 
- High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems),  
- Oligofectamine™ Trasfection Reagent (Invitrogen), 
- PeqGOLD Total RNA Kit (VWR), 
- PolyJet™ In Vitro DNA Transfection Reagent (SignaGen Laboratories). 
 
Celične linije: 
- sesalska celična linija A549 (ATCC), 
- sesalska celična linija HOS (ATCC). 
siRNA:  
- siControl (Santa Cruz Biotechnology), 
- siGR (Santa Cruz Biotechnology). 
 
Plazmidni vektorji: 
- pCMV-FLAG (plazmidni vektor), 
- pCMV-NR3C1 (pripravljen konstrukt na Katedri za klinično biokemijo, FFA). 
  
Oligonukleotidni začetniki: 
- oligonukleotidni začetniki za gen GAPDH (Sigma), 
- oligonukleotidni začetniki za gen GR (Macrogen), 
- oligonukleotidni začetniki za gen RANKL (Macrogen). 
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3.2 METODE 
Celotno laboratorijsko delo smo izvajali v aseptičnih pogojih in uporabljali postopke za zmanjševanje 
možnosti vnosa mikroorganizmov iz okolja v kemikalije in gojišča. Uporabljali smo zaščitno haljo in 
rokavice, v celičnem laboratoriju tudi zaščito za čevlje. Laboratorijski material smo pred uporabo 
sterilizirali v avtoklavu, površine in pripomočke smo pred delom 15 min obsevali z ultravijolično 
svetlobo in jih razkužili s 70 % etanolom. RNA smo izolirali v posebni komori za delo z RNA, ki smo 
jo dodatno očistili z zaviralcem RNaz RNaseZap™, da se je zmanjšala verjetnost za razgradnjo 
RNA. Isto komoro smo uporabili tudi za pripravo vzorcev za reakcijo reverzne 
transkripcije. Ploščico za qPCR smo pripravili v posebni komori za PCR, ki je namenjena 
le temu. Delo s sesalskimi celičnimi linijami je potekalo v celičnem laboratoriju v komori z laminarnim 
pretokom zraka (komora LAF), ki omejuje dostop zraka in ga filtrira skozi HEPA filtre (51, 52). 
 
3.2.1 GOJENJE CELIČNIH KULTUR  
Pri raziskovalnem delu smo uporabili 2 sesalski celični liniji – celice A549 in celice HOS (prikazano na 
Sliki 10), ki izvirata iz malignega človeškega tkiva. Za tumorske celice je značilna nesmrtnost, zato so 
se sposobne neskončno deliti in jih in vitro lahko gojimo dalj časa (53).  
 
 
 
 
 
 
 
Slika 10: Celice A549 (levo) in HOS (desno) (54, 55). Celice A549 so epitelijske celice pljučnega 
adenokarcinoma, ki so jih odvzeli 58-letnemu kavkaškemu moškemu (54), celice HOS pa so mešane epitelijske in 
fibroblastne celice osteosarkoma, ki so jih odvzeli 13-letni kavkaški deklici (55). 
Celice smo gojili v 10-centimetrskih petrijevkah v inkubatorju pri temperaturi 37 °C, 100 % vlažnosti 
in atmosferi s 5 % CO2 v ustreznem gojišču. Kot medij za gojenje celičnih kultur smo uporabili 
Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium Low Glucose (DMEM), ki smo mu dodali 10 % fetalni goveji 
serum (FBS), 1 % L-glutamin (L-glu) in 1 % antibiotik/antimikotik (AB/AM), da bi celicam priskrbeli 
vir hranil in preprečili okužbo.  
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3.2.2 SUBKULTIVACIJA 
Obe celični liniji sta adherentni – rasteta pritrjeni na površino v monosloju. Da ohranimo celice zdrave, 
jih moramo subkultivirati oz. precepiti, preden dosežejo 100 % razraščenost na petrijevki oz. 
konfluentnost. Takrat se delitev upočasni, saj nimajo prostora za širitev, gojišče se iztroši in začne se 
tvorba toksičnih produktov (52). 
Ko so celice prerasle 70–80 % gojitvene površine, smo jim odstranili gojišče in jih sprali s 5 mL 1x 
fosfatnega pufra (PBS). PBS in ostale kemikalije smo pred delom segreli na 37 °C, da za celice ne bi 
bilo prevelikega temperaturnega šoka. Dodali smo 2 mL 0,25 % tripsin-EDTA, ki razgrajuje 
ekstracelularne proteine in omogoča disociacijo celic s podlage. Petrijevko smo za 2 minuti postavili v 
inkubator, nato smo pod invertnim svetlobnim mikroskopom preverili, če so se celice odlepile, in dodali 
3 mL gojišča DMEM z 10 % FBS, 1 % L-glu in brez AB/AM, da smo zaustavili delovanje tripsina. S 
serološko pipeto smo 4–5 krat sprali celotno površino petrijevke in celično suspenzijo prenesli v 
centrifugirko. Pripravili smo novo gojitveno petrijevko, jo označili z datumom, vrsto celične linije in 
številko pasaže, v katero smo prenesli 1 mL celične suspenzije in 9 mL svežega polnega gojišča DMEM 
(redčitev 1 : 10) ter jo postavili v inkubator. Preostanek celične suspenzije smo uporabili za eksperiment. 
Eksperimente smo izvajali v gojitvenih ploščah z 12 jamicami, število celic, ki smo jih nacepili v 
posamezno jamico, pa je bilo odvisno od zahtev uporabljene metode za transfekcijo (prikazano v 
Preglednici I). Izračunali smo koncentracijo in volumen celične suspenzije ter volumen dodanega 
gojišča, ki smo jih potrebovali, in jih odpipetirali v želeno število jamic. Ploščo smo postavili v inkubator 
za 24 ur. 
 
Preglednica I: Pogoji za nacepitev gojitvene plošče z 12 jamicami pri uporabljenih metodah 
transfekcije. Površina ene jamice na gojitveni plošči z 12 jamicami je približno 3,5 cm2. 
Reagent za transfekcijo 
Število celic v 
jamici 
Volumen gojišča v 
jamici 
Konfluentnost pred 
transfekcijo 
PolyJet™ In Vitro DNA 
Transfection Reagent 
100.000 750 µL 70–80 % 
Oligofectamine™ Trasfection 
Reagent 
40.000 1000 µL 30–50 % 
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Štetje celic v Neubauerjevi komori 
Koncentracijo celic v celični suspenziji smo določali z ročnim štetjem celic pod invertnim svetlobnim 
mikroskopom v znanem volumnu. Uporabili smo Neubauerjevo komoro, ki ima vgravirano mrežo 
kvadratov za štetje (prikazano na Sliki 11). Pod krovno stekelce smo nanesli 10 µL suspenzije in celice 
prešteli pod 40-kratno povečavo v vseh štirih krajnih kvadratih, nato smo izračunali povprečje. Stranica 
krajnega kvadrata meri 1 mm, kar ob pokritju s krovnim stekelcem da volumen 0,1 mm3 oz. 0,1 µL. 
Dobili smo približno oceno števila celic v 0,1 µL suspenzije. 
Slika 11: Mreža za šteje celic v Neubauerjevi komori (levo) in pravilo za štetje 1 (sredina) in 2 
(desno) (56). 
 
Izračun volumna celične suspenzije in dodanega gojišča za nacepitev celic 
Celice smo prešteli, potrebne volumne pa smo izračunali s pomočjo naslednjih enačb: 
Enačba 1: Izračun volumna celične suspenzije.  
𝐶z × 𝑉z = 𝐶k × 𝑉k  in 𝐶k =  
𝑁
𝑉k
 
Cz je začetna koncentracija celic na mL, Ck je končna koncentracija celic na mL v 1 jamici, N je število 
potrebnih celic v 1 jamici, Vz je potreben volumen celične suspenzije za nacepitev 1 jamice in Vk je 
končni volumen celične suspenzije skupaj z medijem za 1 jamico.  
Zapisan je primer za 12 nacepitev za transfekcijo s PolyJet™ reagentom: 
- potrebno število celic za 12 jamic: N = 12 × 1 × 105 = 1.200.000 celic, 
- začetna koncentracija celic (povprečno število preštetih celic na mL): Cz = 147 × 104 celic/mL, 
- končni volumen celične suspenzije skupaj z gojiščem za 12 jamic: Vk = 12 × 0,75 mL = 9 mL, 
- potreben volumen celične suspenzije za 12 jamic:  
Vz = (Ck × Vk)/Cz = (N/Vk × Vk)/Cz = 1.200.000 celic/(147 × 104 celic/mL) = 0,82 mL, 
- volumen dodanega medija: Vm = Vk – Vz = 9 mL – 0,82 mL = 8,18 mL. 
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3.2.3 TRANSFEKCIJA 
Transfekcija je nevirusni način vnosa tujega genskega materiala v sesalsko celico, s čimer spremenimo 
njene lastnosti. Glavni namen transfekcije je produkcija rekombinantnih proteinov in povečanje ali 
zmanjšanje izražanja genov, kar nam omogoča proučevanje njihovih funkcij in regulacije. Poznamo 
različne načine vnosa DNA ali RNA, ki se razlikujejo po učinkovitosti, citotoksičnosti, vplivu na 
normalno celično fiziologijo, jakosti genskega izražanja in glede na to, koliko časa je vnesen genski 
material prisoten v celici (stabilna ali prehodna transfekcija) (57). 
 
3.2.3.1 Transfekcija s plazmidnim vektorjem 
Za prenos genske informacije v sesalsko celico lahko uporabimo plazmidni vektor – DNA molekulo, v 
katero vgradimo izbrani DNA segment. Vsi komercialno dostopni vektorji vsebujejo: 
- mesto začetka podvojevanja (angl. origin of replication, ORI), kamor se veže DNA polimeraza in 
omogoča podvajanje plazmida v gostiteljski celici, 
- selekcijske označevalce, s katerimi lahko razlikujemo med celicami, ki so sprejele vektor in tistimi, 
ki ga niso, 
- poliklonsko mesto (angl. multiple cloning site, MCS), kamor vstavimo tujo DNA in vsebuje 
cepitvena mesta za restrikcijske endonukleaze,  
- promotor, ki veže RNA polimerazo in omogoča prepis gena v mRNA (51). 
Pri našem delu smo uporabili plazmid pCMV-FLAG-NR3C1, ki ga je pripravila Maja Zupančič na 
Katedri za klinično biokemijo, FFA in vsebuje zapis za glukokortikoidni receptor NR3C1 (49). 
 
Slika 12: Genska karta plazmidnega 
vektorja pCMV-FLAG (prirejeno po (58)). 
Plazmid pCMV-FLAG je sestavljen iz mesta 
začetka podvojevanja SV40 origin, promotorja 
CMV in selekcijskega označevalca ampr, ki nosi 
zapis za encim beta-laktamazo ter omogoča 
selekcijo bakterij na gojišču z ampicilinom. V 
poliklonsko mesto MCS, ki ga prepoznavajo in 
cepijo napisane restrikcijske endonukleaze, 
vstavimo želeni gen z zaporedji za začetek in 
konec transkripcije. Pred MCS je tudi podaljšek 
FLAG, ki omogoča detekcijo z vezavo protiteles 
anti-FLAG (51). 
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Izbran plazmidni vektor smo v celice A549 vnesli s pomočjo PolyJet™ in Vitro DNA Transfection 
Reagent-a. To je biorazgradljiv kationski polimer, ki kompleksira plazmidni vektor (pDNA) in vstopa 
v celico z endocitozo. V citoplazmi kompleks razpade, PolyJet™ reagent se razgradi, pDNA pa vstopi 
v jedro, kjer pride do transkripcije in translacije (prikazano na Sliki 13) (59). Optimalno razmerje med 
PolyJet™ reagentom (µL) in DNA (µg), ki omogoča učinkovito transfekcijo, majhno citotoksičnost in 
ne moti fizioloških procesov v celici, je 3 : 1 (60).  
 
 
 
 
 
 
 
Slika 13: Shematski prikaz transfekcije s PolyJet™ in Vitro DNA Transfection Reagent-om 
(prirejeno po (59)). 
Celice A549 smo nacepili na gojitveno ploščo z 12 jamicami 24 ur pred transfekcijo. 30–60 minut prej 
smo jim odstranili gojišče in jim dodali 750 µL svežega DMEM z 10 % FBS, 1 % L-glu in brez AB/AM, 
saj ta lahko moti nadaljnjo analizo. Nato smo ustrezno redčili PolyJet™ reagent in pDNA, ki smo jo 
želeli transfecirati, z gojiščem DMEM High glucose brez dodatkov, ki zagotavlja, da so nastali 
kompleksi ustrezne velikosti. Nežno smo premešali s pipeto, prenesli PolyJet™ reagent v 
mikrocentrifugirko s pDNA in inkubirali 15 minut na sobni temperaturi. Ustrezen volumen nastalih 
kompleksov smo po kapljicah odpipetirali v vsako jamico, gojitveno ploščo smo zavrteli v smeri osmice, 
da se je vsebina premešala, in jo postavili v inkubator. Po 18–20 urah smo odstranili gojišče s 
transfekcijskim reagentom, saj deluje citotoksično, in dodali 750 µL svežega DMEM z 10 % FBS, 1 % 
L-glu in brez AB/AM. Gojitveno ploščo smo postavili nazaj v inkubator do izolacije RNA.  
Pri prvem eksperimentu smo preučevali vpliv količine glukokortikoidnega receptorja NR3C1, zato smo 
pri transfekciji s plazmidnima vektorjema pCMV-NR3C1 in pCMV-FLAG, uporabili različne mase 
pDNA: 375 ng, 750 ng in 1500 ng (prikazano v Preglednici II). Plazmid pCMV-FLAG smo uporabili 
kot negativno kontrolo. Vse vzorce smo pripravili v duplikatih, dve luknjici s celicami pa za dodatno 
kontrolo nismo tretirali s PolyJet™ reagentom. pDNA in PolyJet™ smo redčili z 38 µL DMEM High 
glucose, nato smo v vsako luknjico odpipetirali 76 µL kompleksov. Pri prvi biološki ponovitvi 
eksperimenta smo dve luknjici s celicami transfecirali tudi s 750 ng plazmidnega vektorja pCMV-GFP, 
ki vsebuje zapis za zeleni fluorescenčni protein (angl. green fluorescent protein, GFP).  
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Preglednica II: Priprava reakcijske zmesi za transfekcijo s PolyJet™ reagentom za eno jamico. 
Razmerje PolyJet™ reagent (µL) : pDNA (µg) je 3 : 1.  
Plazmidni vektor Masa pDNA (ng) Volumen PolyJet™ reagenta (µL) 
pCMV-NR3C1 
375 1,125 
750 2,25 
1500 4,5 
pCMV-FLAG 
375 1,125 
750 2,25 
1500 4,5 
 
Pri drugem eksperimentu smo celice A549 transfecirali s 750 ng pDNA, ki smo jo redčili z 38 µL 
DMEM High Glucose. 2,25 µL PolyJet™ reagenta smo redčili z enakim volumnom gojišča kot pDNA. 
Uporabili smo oba plazmidna vektorja pCMV-NR3C1 in pCMV-FLAG. Po tvorbi kompleksov smo v 
vsako jamico odpipetirali 76 µL reakcijske zmesi in inkubirali 18–20 ur. Takrat smo poleg menjave 
gojišča v polovico jamic dodali 7,5 µL 10 µM deksametazona (prikazano v Preglednici III).  
 
Preglednica III: Shema eksperimenta z dodatkom deksametazona (DEX) na gojitveno ploščo. 
pCMV-NR3C1 pCMV-FLAG netretirane celice 
pCMV-NR3C1 + DEX pCMV-FLAG + DEX netretirane celice + DEX 
 
3.2.3.2 Transfekcija s siRNA 
RNA interferenca je metoda utišanja genov, ki uporablja približno 25 nukleotidov dolge fragmente 
dvoverižne RNA (angl. small interfering RNA, siRNA) za razgradnjo homologne enoverižne 
informacijske RNA (angl. messenger RNA, mRNA) in tako preprečuje translacijo. Po vnosu siRNA v 
celice pride najprej do nastanka ribonukleoproteinskega kompleksa RISC (angl. RNA-induced silencing 
complex), ki se aktivira ob prisotnosti ATP. Nato ga siRNA usmeri do tarčne mRNA, kjer jo proteini iz 
kompleksa razrežejo, eksoribonukleaze pa razgradijo (prikazano na Sliki 14) (61). 
22 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 14: Shema utišanja gena s siRNA (prirejeno po (62)). 
 
Za transfekcijo celic A549 in HOS s siRNA smo uporabili siGR – kombinacijo treh 19–25 nukleotidov 
dolgih siRNA z zapisom za komplementarno sekvenco mRNA za glukokortikoidni receptor NR3C1. 
Kot negativno kontrolo smo uporabili siControl, saj ne razgrajuje nobene mRNA. V celice smo jih vnesli 
s pomočjo Oligofectamine™ Trasfection Reagent-a, ki deluje na podoben način kot PolyJet™ reagent, 
vendar je prilagojen vnosu oligonukleotidov in siRNA. Celice smo nacepili na gojitveno ploščo z 12 
jamicami 24 ur pred transfekcijo. Tik pred dodatkom reagentov smo jim odstranili gojišče in jim dodali 
500 µL svežega DMEM z 10 % FBS, 1 % L-glu in brez AB/AM, saj ta lahko zmanjša učinkovitost 
transfekcije in povzroči smrt celic.  
Nato smo ustrezno redčili siRNA z gojiščem OptiMEM™, saj ne vsebuje FBS, ki moti reakcijo. Redčili 
smo tudi Oligofectamine™ reagent, ga inkubirali 5 minut na sobni temperaturi in nato dodali v 
mikrocentrifugirko s siRNA (prikazano v Preglednici IV). Nežno smo premešali s pipeto in inkubirali 
20 minut na sobni temperaturi. 100 µL nastalih kompleksov smo po kapljicah odpipetirali v vsako 
jamico, gojitveno ploščo smo zavrteli v smeri osmice, da se je vsebina premešala, in jo postavili v 
inkubator. Po 5 urah smo odstranili gojišče s transfekcijskim reagentom in dodali 1000 µL svežega 
DMEM z 10 % FBS, 1 % L-glu in brez AB/AM, gojitveno ploščo smo postavili nazaj v inkubator. 
Gojišče smo zamenjali tudi po 24 urah (63). 
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Preglednica IV: Redčitve siRNA in reagenta Oligofectamine™ za transfekcijo. 
Komponenta 
Volumen komponente 
za 1 jamico (µL) 
Volumen dodanega OptiMEM™ 
za 1 jamico (µL) 
siRNA (10 µM): 
siGR ali siControl 
5 85 
Oligofectamine™ reagent 1 10 
 
3.2.4 IZOLACIJA RNA 
RNA smo izolirali s pomočjo reagenčnega kompleta PeqGOLD Total RNA Kit, ki vsebuje kolone s 
silikatnimi membranami za vezavo DNA in RNA (prikazano na Sliki 15). RNA je kemično nestabilna 
enoverižna molekula, zato moramo biti pri delu hitri in paziti, da ne pride do kontaminacije z RNazami. 
Vse delo poteka pri sobni temperaturi. 
 
Slika 15: Princip izolacije RNA s pomočjo vezavnih kolon za DNA in RNA (prirejeno po (64)). 
48 ur po transfekciji s plazmidnim vektorjem in 72 ur po transfekciji s siRNA smo celicam odstranili 
gojišče in jih dvakrat sprali s 500 µL 1x PBS. Nato smo v vsako jamico gojitvene plošče odpipetirali 
400 µL pufra za lizo RNA T, ki lizira celice, denaturira proteine in inhibira RNaze. Lizat smo prenesli 
na kolono za odstranjevanje DNA in centrifugirali 1 minuto pri 12.000 rcf. Supernatant smo prenesli v 
1,5 mL mikrocentrifugirko, dodali 400 µL 70 % etanola in dobro premešali na vibracijskem mešalu. 
Etanol zagotovi pogoje za vezavo RNA na silikatno membrano, zato smo vseh 800 µL odpipetirali 
direktno na kolono za vezavo RNA in centrifugirali 1 minuto pri 10.000 rcf. Tekočino smo zavrgli in 
kolono prenesli v novo zbiralno mikrocentrifugirko. Po dodatku 500 µL pufra za spiranje RNA 1 v 
kolono smo centrifugirali 30 sekund pri 10.000 rcf in tako odstranili preostanek makromolekul, ki niso 
RNA. Sledilo je dvakratno spiranje s 600 µL pufra za spiranje RNA 2 in 30-sekundno centrifugiranje 
pri 10.000 rcf. Na koncu smo iz membrane kolone z vezano RNA odstranili etanol tako, da smo 
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centrifugirali še 2 minuti pri 10.000 rcf. Posušeno kolono smo prenesli v novo 1,5 mL 
mikrocentrifugirko, dodali 50 µL prečiščene vode (dH2O) brez RNaz, počakali 3 minute in centrifugirali 
1 minuto pri 5.000 rcf (65). 
Po eluciji RNA s kolone smo izmerili koncentracijo RNA na NanoDrop™ One Microvolume UV-VIS 
spektrofotometru (ThermoFischer Scientific). Najprej smo na spektrofotometer odpipetirali 1,5 µL ultra 
čiste vode, ki predstavlja slepo meritev. Sledilo je merjenje absorbance pri treh valovnih dolžinah: 260 
nm (nukleinske kisline), 280 nm (proteini) in 230 nm (topila). Kot rezultat smo za vsak vzorec poleg 
koncentracije dobili tudi razmerje absorbanc A260/A280 in A260/A230, ki sta indikatorja čistosti RNA in 
morata biti večja od 2 (66). 
Izolirano RNA smo shranili v zamrzovalniku na temperaturi –80 °C. 
 
3.2.5 REVERZNA TRANSKRIPCIJA 
Z verižno reakcijo s polimerazo v realnem času oz. kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo (qPCR) 
lahko pomnožujemo le DNA, zato moramo izolirano RNA najprej prepisati v komplementarno DNA 
(cDNA). Prepis omogoča poseben encim reverzna transkriptaza, ki ga v naravi najdemo v določenih 
retrovirusih, komercialno dostopni encimi pa se razlikujejo glede na termostabilnost, občutljivost, 
točnost, specifičnost, vrsto potrebnih kofaktorjev in RNA-zno H aktivnost. Količina nastale cDNA je 
po končani reakciji enaka količini matrične RNA (67). Za reakcijo reverzne transkripcije smo uporabili 
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (prikazano v Preglednici V).  
Preglednica V: Priprava reakcijske zmesi za reverzno transkripcijo.  
Reagent Volumen za 1 vzorec (µL) 
10x RT Buffer 4 
25x dNTP MIX (100 mM) 1,6 
10x Random primers 4 
RNAse inhibitor 2 
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 50 2 
dH20 6,4 
Skupni volumen reakcijske zmesi 20 
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Najprej smo izračunali volumen reakcijske zmesi (angl. master mix), ki smo ga potrebovali za želeno 
število vzorcev RNA. V mikrocentrifugirko smo odpipetirali prečiščeno vodo, reakcijski pufer, 
oligonukleotidne začetnike, nukleotide (dNTP), RNazni inhibitor in reverzno transkriptazo. Nato smo k 
20 µL vzorca v 0,2 mL mikrocentrifugirki odpipetirali enak volumen reakcijske zmesi.  
Pomnoževanje je potekalo v PCR aparatu 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) po programu za 
reverzno transkripcijo (prikazano v Preglednici VI). Vzorce cDNA smo uporabili v qPCR reakciji oz. 
jih shranili pri –20 °C. 
 
Preglednica VI: Program PCR pomnoževanja za reverzno transkripcijo. 
  1. korak 2. korak 3. korak 4. korak 
Temperatura (°C) 25 37 85 4 
Čas (min) 10 120 5 ∞ 
 
3.2.6 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO V REALNEM ČASU  
qPCR je nadgradnja klasične verižne reakcije s polimerazo, saj združuje pomnoževanje želenega odseka 
DNA in merjenje količine nastalih produktov v vsakem ciklu med reakcijo. Temelji na uporabi 
fluorescenčnih barvil ali s fluorofori označenih oligonukleotidov in merjenju fluorescence. Rezultat 
qPCR je pražni oz. kvantifikacijski cikel (angl. treshold cycle, Ct), ki nam pove, v katerem ciklu je bila 
fluorescenca vzorca značilno večja od fluorescence ozadja. Večje kot je začetno število kopij matrice, 
prej bo signal presegel fluorescenčni prag in nižji bo Ct (67). 
Po transfekciji s plazmidnim vektorjem smo želeli analizirati izražanje 2 genov – GAPDH, ki je služil 
kot referenčni gen (angl. housekeeping gene), saj se izraža v vseh človeških celicah, in RANKL. Po 
transfekciji s siRNA, ki ima namen utišanja želenega gena, smo poleg izražanja GAPDH in RANKL 
preverili tudi izražanje gena za glukokortikoidni receptor NR3C1. Za vsak gen smo uporabili gensko 
specifične oligonukleotidne začetnike, s katerimi omejimo odsek DNA, ki ga želimo pomnožiti 
(prikazano v Preglednici VII). 
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Preglednica VII: Smerni (F) in protismerni (R) oligonukleotidni začetniki za qPCR. 
Gen Oligonukleotidni začetniki 
GAPDH 
̴ F: 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3' 
̴ R: 5'-TGGCATGGACTGTGGTCATG-3' 
GR (NR3C1) 
̴ F: 5'-GGACCACCTCCCAAACTCTG-3' 
̴ R: 5'-GCTGTCCTTCCACTGCTCTT-3' 
RANKL (TNFSF11) 
̴ F: 5'-GATTCATGTAGGAGAATTAAACAGG-3' 
̴ R: 5'-GATGTGCTGTGATCCAACGA-3' 
 
Pri pripravi reakcijske zmesi za vsak gen posebej smo uporabili EvaGreen® qPCR Supermix, ki je 
komercialno dostopen reagenčni komplet in že vsebuje EvaGreen® fluorescenčno barvilo, 
termostabilno DNA polimerazo Hot FirePol®, reakcijski pufer, Mg2+ ione, nukleotide, pospeševalec 
PCR in modro barvilo za lažje pipetiranje (68). Dodali smo še dH2O in oligonukleotidne začetnike 
(prikazano v Preglednici VIII). 
Preglednica VIII: Priprava reakcijske zmesi za qPCR. 
Reagent Volumen za 1 jamico (µL) 
dH2O 5,85 
20 µM oligonukleotidni začetnik F 0,075 
20 µM oligonukleotidni začetnik R 0,075 
5x EvaGreen® qPCR Supermix 3 
Skupni volumen reakcijske zmesi 9 
 
Na mikrotitersko ploščo s 384 jamicami smo najprej odpipetirali 9 µL reakcijske zmesi. Vzorce smo 
redčili do koncentracije 2,5 ng/µL in jih nanesli v duplikatih v vdolbine. V vsako jamico smo odpipetirali 
6 µL vzorca, na konec vsake vrstice tudi dH2O v duplikatu kot negativno kontrolo. Na ploščo smo 
nalepili folijo in centrifugirali 3 minute pri 1.900 rcf. Pomnoževanje smo izvedli v aparatu LightCycler® 
480 II (Roche) po programu za qPCR reakcijo z barvilom EvaGreen® (prikazano v Preglednici IX). 
Verižna reakcija s polimerazo poteka ciklično, vsak cikel pa je sestavljen iz treh stopenj. V prvi stopnji 
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denaturacije se med segrevanjem na 95 °C verigi DNA razkleneta, nato sledi znižanje temperature in 
prileganje oligonukleotidnih začetnikov na enoverižno DNA. V zadnji stopnji podaljševanja pri 72 °C 
pa DNA polimeraza zgradi komplementarno verigo DNA v smeri 5' proti 3'. Teoretično se število kopij 
želenega odseka DNA z vsakim ciklom podvoji (67). 
Preglednica IX: Program za qPCR in pogoji reakcije. 
Program Temperatura (°C) Čas Število ciklov 
Začetna denaturacija 95 12 min 1 
Denaturacija 95 15 s 
45–55 Prileganje 60–65 20–30 s 
Podaljševanje 72 20–30 s 
 
Pridobljene rezultate smo analizirali z Livakovo metodo (prikazano v Enačbi 2). Z njo določimo 
izražanje želenega gena na osnovi direktne primerjave vrednosti Ct med preiskovanim vzorcem in 
vzorcem, ki deluje kot kalibrator. Vrednosti Ct najprej normaliziramo glede na referenčni gen, nato 
izračunamo nivo izražanja gena relativno glede na kalibrator (67). Izražanje gena za RANKL smo 
analizirali v celicah transfeciranih s pCMV-NR3C1 ali siGR, kot kalibrator smo uporabili celice 
transfecirane s pCMV-FLAG ali siControl ter netretirane celice, kot referenčni gen pa GAPDH. 
Enačba 2: Livakova metoda. 
ΔCt =  Cttarčni gen –  Ctreferenčni gen 
ΔΔCt =  ΔCtvzorec −  ΔCtkalibrator 
 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑛𝑜 𝑖𝑧𝑟𝑎ž𝑎𝑛𝑗𝑒 =  2-ΔΔCt 
 
3.2.7 STATISTIČNA OBDELAVA REZULTATOV 
Rezultate smo statistično obdelali v računalniškem programu Microsoft Excel. Predpostavili smo, da je 
porazdelitev podatkov normalna, in uporabili dvostranski t-test pri stopnji tveganja α = 0,05. Zastavili 
smo si dve hipotezi – ničelno hipotezo o enakosti in alternativno hipotezo o neenakosti izražanja gena 
za RANKL ali NR3C1 v različno tretiranih celicah. Če je bila izračunana p-vrednost manjša od α, smo 
sprejeli alternativno hipotezo o neenakosti izražanja, kar pomeni, da je rezultat statistično značilen oz. 
signifikanten. 
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4 REZULTATI 
  
4.1 IZRAŽANJE GENA ZA RANKL PO TRANSFEKCIJI CELIC S PLAZMIDNIM 
VEKTORJEM pCMV-NR3C1 
V predhodnih eksperimentih raziskovalne skupine kostnih bolezni na Fakulteti za Farmacijo in v 
študijah v tujini so ugotovili nizko, vendar zaznavno izražanje endogenega RANKL v celični liniji A549 
(49, 50, 69). Celice pljučnega tumorja smo zato uporabili v prvem in drugem eksperimentu in jih 
transfecirali z rekombinantno molekulo DNA pCMV-NR3C1, ki jo je predhodno pripravila Maja 
Zupančič na Katedri za klinično biokemijo, FFA (49). Za negativno kontrolo smo uporabili celice 
transfecirane s praznim plazmidnim vektorjem pCMV-FLAG in netretirane celice. Celične linije HOS 
v prvem delu raziskovalnega dela nismo uporabili, saj so vpliv plazmida pCMV-NR3C1 na izražanje 
RANKL v osteosarkomskih celicah na Katedri za klinično biokemijo, FFA, že preučevali v predhodnih 
eksperimentih. 
Nivo izražanja gena za RANKL (TNFSF11) smo analizirali z metodo qPCR. Dobljene rezultate Ct za 
RANKL smo najprej normalizirali na referenčni gen GAPDH in iz povprečja izločili meritve Ct, ki so 
imele vrednost 0. Vrednosti ΔCt smo nato uporabili za izračun p-vrednosti dvostranskega t-testa, s 
katerim smo preverili pravilnost alternativne hipoteze. Le-ta pravi, da je izražanje RANKL v celicah, 
tretiranih z NR3C1 ali deksametazonom, različno od izražanja v kalibratorju (kontroli). Če je bila 
izračunana p-vrednost manjša od izbrane stopnje tveganja α (0,05), smo alternativno hipotezo sprejeli. 
V nasprotnem primeru je obveljala ničelna hipoteza. V nadaljevanju smo relativno izražanje gena 
izračunali po Livakovi metodi oz. metodi 2-ΔΔCt. Kalibrator ima vrednost 1, naš rezultat pa je n-kratnik 
izražanja gena glede na kalibrator. 
Popolni rezultati meritev iz treh bioloških ponovitev, ki smo jih na istem vzorcu izvedli v duplikatu, so 
podani v Prilogah 1 in 2.  
 
4.1.1 Učinkovitost transfekcije s plazmidnim vektorjem 
Pred samo izolacijo RNA, reverzno transkripcijo in analizo izražanja RANKL s qPCR smo preverili 
učinkovitost transfekcije celic s PolyJet™ in Vitro DNA Transfection Reagent-om. Celice A549 smo 
transfecirali s 750 ng plazmidnega vektorja pCMV-GFP, ki nosi zapis za zeleni fluorescenčni protein. 
Ob obsevanju celic z ultravijolično svetlobo pride zaradi GFP do zelene fluorescence, zato je dober 
pokazatelj uspešnosti vnosa plazmidov v celice (prikazano na Sliki 16). 
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Slika 16: Učinkovitost transfekcije s PolyJet™ reagentom. Celice A549 smo opazovali pod 
fluorescentnim mikroskopom pri 40-kratni povečavi (bela črta predstavlja 1000 µm). Zelena fluorescenca zaradi 
GFP potrjuje uspešnost transfekcije celic s plazmidnim vektorjem.  
 
4.1.2 Vpliv količine glukokortikoidnega receptorja NR3C1 
Vpliv količine glukokortikoidnega receptorja NR3C1 na izražanje TNFSF11 smo analizirali s qPCR po 
transfekciji celic A549 z različnimi masami (375 ng, 750 ng in 1500 ng) plazmidov pCMV-NR3C1 in 
pCMV-FLAG. Ker so bile dobljene vrednosti Ct za RANKL visoke (najnižja 33,55 in najvišja 40,98), 
smo po končani PCR reakciji naredili talilno analizo RANKL in preverili prisotnost nespecifičnih 
produktov in dimerov oligonukleotidnih začetnikov v zmesi (prikazano na Sliki 17).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 17: Talilna krivulja za RANKL. Fluorescenčno barvilo EvaGreen® se veže v dvoverižno DNA 
nespecifično, zato z njim prepoznamo vsako dvoverižno DNA v zmesi. Če v PCR reakciji nastajajo različno dolgi 
fragmenti DNA, ki imajo različne talilne temperature (Tm), je na grafu talilnih temperatur prisotnih več vrhov 
(67). Na talilni krivulji za RANKL je le en vrh (Tm = 79 °C), zato vemo, da drugi produkti niso nastajali. 
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V Preglednici X so predstavljene povprečne vrednosti ΔCt za vse tri biološke ponovitve (število enot v 
vzorcu, N = 6), standardni odkloni, izračunane p-vrednosti ter relativno izražanje RANKL glede na 
kalibrator, ki smo ga izračunali po Livakovi metodi (Graf 1 in 2). 
Preglednica X: Rezultati qPCR – vpliv količine glukokortikoidnega receptorja NR3C1. 
Vzorec 
Povprečni 
ΔCt 
St. 
odklon 
ΔCt 
Primerjava s pCMV-FLAG Primerjava z netret. celicami 
p-vr. 
Relativno 
izražanje 
St. 
odklon 
p-vr. 
Relativno 
izražanje 
St. 
odklon 
NR3C1 
375 ng 
21,36 0,72 0,674 0,93 0,55 0,002 0,22 0,17 
NR3C1 
750 ng 
20,89 1,40 0,716 1,28 1,08 0,031 0,40 0,43 
NR3C1 
1500 ng 
21,75 0,86 0,011 0,28 0,30 0,002 0,15 0,13 
FLAG 
375 ng 
21,72 0,85       
FLAG 
750 ng 
21,17 1,08       
FLAG 
1500 ng 
19,29 1,44       
netret. 
celice 
19,20 1,59       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 1: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL v odvisnosti od različnih mas 
plazmida pCMV-NR3C1 glede na celice, transfecirane z ustrezno maso pCMV-FLAG. Na x-osi so 
predstavljene različne mase plazmida pCMV-NR3C1 in kalibrator, ki ima vrednost 1 (celice A549 s pCMV-FLAG). 
Na y-osi pa relativno izražanje gena za RANKL, izračunano iz vseh treh bioloških ponovitev glede na celice, 
transfecirane z ustrezno maso pCMV-FLAG;  * p-vrednost < 0,05. 
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Graf 2: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL v odvisnosti od različnih mas 
plazmida pCMV-NR3C1 glede na netretirane celice. Na x-osi so predstavljene različne mase plazmida 
pCMV-NR3C1 in kalibrator, ki ima vrednost 1 (netretirane celice A549). Na y-osi pa relativno izražanje gena za 
RANKL, izračunano iz vseh treh bioloških ponovitev glede na netretirane celice; * p-vrednost < 0,05. 
Izražanje TNFSF11 je bilo v enem vzorcu večje glede na kalibrator, v vseh ostalih pa manjše. Pri 
primerjavi vzorca NR3C1 750 ng z ustreznim pCMV-FLAG je bilo izražanje glede na kalibrator  
1,28-kratno, vendar je bila razlika nesignifikantna. Do statistično značilne razlike je prišlo pri primerjavi 
vseh treh vzorcev z netretiranimi celicami, kjer je bila ekspresija RANKL 0,22-kratna oz.  
78 % manjša pri vzorcu NR3C1 375 ng (p = 0,002), 0,40-kratna oz. 60 % manjša pri vzorcu NR3C1 
750 ng (p = 0,031) in 0,15-kratna oz. 85 % manjša pri vzorcu NR3C1 1500 ng (p = 0,002). Do manjšega 
izražanja je prišlo tudi pri primerjavi vzorcev NR3C1 375 ng (0,93-kratna oz. 7 % manjša ekspresija) in 
NR3C1 1500 ng (0,28-kratna oz. 72 % manjša ekspresija) s praznim plazmidom, vendar je bila razlika 
statistično signifikantna le pri transfekciji celic s 1500 ng NR3C1. 
 
4.1.3 Vpliv dodatka deksametazona 
V drugem eksperimentu smo z metodo qPCR preučevali vpliv liganda za glukokortikoidni receptor na 
izražanje TNFSF11, zato smo polovici celic A549 po transfekciji s pCMV-NR3C1 ali pCMV-FLAG v 
gojišče dodali deksametazon (100 nM). Najprej smo preverili, kakšen je bil vpliv DEX na izražanje gena 
za RANKL v celicah, transfeciranih s pCMV-FLAG, in v netretiranih celicah, v nadaljevanju pa še 
njegov vpliv na celice, transfecirane s pCMV-NR3C1, glede na obe negativni kontroli. Rezultate smo 
analizirali na enak način kot v prvem eksperimentu. V Preglednici XI so prikazane povprečne vrednosti 
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ΔCt za vse vzorce (N = 7), standardni odkloni, izračunane p-vrednosti ter relativno izražanje RANKL v 
različno tretiranih celicah A549 ob dodatku DEX in brez glede na kalibrator (Graf 3 in 4). 
 
Preglednica XI: Rezultati qPCR – vpliv dodatka deksametazona. 
Vzorec 
Povprečni 
ΔCt 
St. 
odklon 
ΔCt 
Primerjava s pCMV-FLAG 
oz. pCMV-FLAG + DEX 
Primerjava z netret. celicami 
oz. netret. celicami + DEX 
p-vr. 
Relativno 
izražanje 
St. 
odklon 
p-vr. 
Relativno 
izražanje 
St. 
odklon 
NR3C1 20,74 0,243 0,178 1,56 1,07 0,117 2,82 1,87 
NR3C1 + 
DEX 
21,33 0,625 0,920 1,06 0,44 0,950 1,26 0,71 
FLAG 21,19 0,729       
FLAG + 
DEX 
21,38 0,836 0,704 0,97 0,29    
netret. 
celice 
21,59 1,191       
netret. 
celice + 
DEX 
21,31 0,244    0,624 1,74 1,41 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 3: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL ob dodatku deksametazona glede 
na celice, transfecirane s pCMV-FLAG. Na x-osi so predstavljeni vzorci z dodatkom DEX ali brez in 
kalibrator, ki ima vrednost 1 (celice A549 s pCMV-FLAG). Na y-osi pa relativno izražanje gena za RANKL glede 
na celice, transfecirane s pCMV-FLAG. 
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Graf 4: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL ob dodatku deksametazona glede 
na netretirane celice. Na x-osi so predstavljeni vzorci z dodatkom DEX ali brez in kalibrator, ki ima vrednost 
1 (netretirane celice A549). Na y-osi pa relativno izražanje gena za RANKL glede na netretirane celice. 
Kot je prikazano v Grafih 3 in 4, je bilo izražanje TNFSF11 po dodatku DEX v celicah, transfeciranih s 
praznim plazmidom, manjše (0,97-kratna ekspresija), v netretiranih celicah pa večje kot v ustreznih 
vzorcih brez dodatka DEX (1,74-kratna ekspresija). Ker sta p-vrednosti večji od α (0,05), lahko 
predpostavimo, da sta bili razliki v izražanju posledici naključja. Primerjali smo tudi vpliv DEX v 
celicah, transfeciranih s pCMV-NR3C1, glede na obe negativni kontroli (Grafa 3 in 4). V obeh primerih 
se je izražanje gena za RANKL po dodatku DEX zmanjšalo – iz 1,56-kratne na 1,06-kratno ekspresijo 
glede na prazni plazmid in iz 2,82-kratne na 1,26-kratno ekspresijo glede na netretirane celice. Razlika 
v relativnem izražanju v celicah, transfeciranih s pCMV-NR3C1, pred in po dodatku DEX je bila torej 
0,50 glede na pCMV-FLAG in 1,56 glede na netretirane celice. Pri vseh primerih je bila izračunana p-
vrednost večja od α (0,05), kar pomeni, da je razlika v izražanju nesignifikantna, zato za deksametazon 
ne moremo potrditi, da vpliva na izražanje gena za RANKL v celicah A549. 
 
4.2 IZRAŽANJE GENA ZA RANKL PO UTIŠANJU GLUKOKORTIKOIDNEGA 
RECEPTORJA NR3C1 
V tretjem eksperimentu smo poleg celic A549 uporabili tudi celično linijo HOS, ki pripada kulturi 
humanih celic kostnega izvora. Celice smo transfecirali s siGR z namenom utišanja glukokortikoidnega 
receptorja NR3C1, kot negativni kontroli smo uporabili celice, transfecirane s siControl, in netretirane 
celice. Popolni rezultati meritev iz treh bioloških ponovitev, ki smo jih na istem vzorcu izvedli v 
duplikatu, so podani v Prilogah 3 in 4. 
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4.2.1 Učinkovitost transfekcije s siGR 
Učinkovitost transfekcije s siGR z Oligofectamine™ Trasfection Reagent-om smo preverili s qPCR 
analizo izražanja gena za glukokortikoidni receptor NR3C1. Ct vrednosti za NR3C1 smo normalizirali 
na referenčni gen GAPDH, ΔCt pa smo uporabili za izračun p-vrednosti dvostranskega t-testa in 
relativnega izražanja NR3C1 glede na kalibrator, ki ima vrednost 1. Dobljene p-vrednosti smo primerjali 
z izbrano stopnjo tveganja α (0,05) in tako ocenili, ali je bila razlika v izražanju NR3C1 v celicah, 
transfeciranih s siGR, in obeh negativnih kontrolah statistično značilna. V Preglednici XII so prikazane 
povprečne vrednosti ΔCt za vse tri biološke ponovitve (N = 6), standardni odkloni, izračunane p-
vrednosti za obe celični liniji ter relativno izražanje gena za glukokortikoidni receptor NR3C1, ki smo 
ga izračunali po Livakovi metodi (Graf 5 in 6). 
 
Preglednica XII: Rezultati qPCR – učinkovitost transfekcije s siRNA. 
Celice Vzorec 
Povpr. 
ΔCt 
St. 
odklon 
ΔCt 
Primerjava s siControl Primerjava z netret. celicami  
p-vr. 
Relativno 
izražanje 
St. 
odklon 
p-vr. 
Relativno 
izražanje 
St. 
odklon 
A549 
siGR 6,49 1,06 0,062 0,44 0,19 0,211 0,58 0,27 
siControl 5,20 0,82       
netret. 
celice 
5,49 1,28       
HOS 
siGR 6,96 0,36 0,035 0,67 0,12 0,020 0,59 0,11 
siControl 6,36 0,26       
netret. 
celice 
6,18 0,35       
 
V obeh celičnih linijah A549 in HOS je prišlo do zmanjšanega izražanja gena za glukokortikoidni 
receptor, vendar je razlika v izražanju statistično signifikantna le v celicah HOS. Izražanje NR3C1 je pri 
primerjavi s siControl 0,67-kratno glede na kalibrator oz. 33 % manjše (p = 0,035), pri primerjavi z 
netretiranimi celicami pa je 0,59-kratno glede na kalibrator oz. 41 % manjše (p = 0,020). Pri celicah 
A549 učinkovitosti utišanja gena za glukokortikoidni receptor s siGR ne moremo potrditi, saj je manjše 
izražanje gena lahko posledica naključja.  
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Graf 5: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za NR3C1 po transfekciji s siGR glede na 
celice, transfecirane s siControl. Na x-osi sta predstavljeni obe celični liniji in kalibrator, ki ima vrednost 1 
(siControl). Na y-osi pa relativno izražanje gena za NR3C1, izračunano iz vseh treh bioloških ponovitev, glede na 
celice, transfecirane s siControl; * p-vrednost < 0,05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 6: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za NR3C1 po transfekciji s siGR glede na 
netretirane celice. Na x-osi sta predstavljeni obe celični liniji in kalibrator, ki ima vrednost 1 (netretirane 
celice). Na y-osi pa relativno izražanje gena za NR3C1, izračunano iz vseh treh bioloških ponovitev, glede na 
netretirane celice; * p-vrednost < 0,05. 
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4.2.2 Vpliv utišanja glukokortikoidnega receptorja NR3C1 
Glavni namen tretjega eksperimenta je bila qPCR analiza izražanja gena za RANKL po utišanju 
glukokortikoidnega receptorja z metodo RNA interference. Tako kot pri prvem in drugem eksperimentu 
smo Ct vrednosti za RANKL normalizirali na referenčni gen GAPDH, iz povprečja smo izločili meritve 
Ct, ki so imele vrednost 0, in iz ΔCt izračunali p-vrednosti dvostranskega t-testa. Alternativno hipotezo, 
ki pravi, da se izražanje TNFSF11 v celicah, transfeciranih s siGR, razlikuje od izražanja v kalibratorju, 
smo sprejeli, če je bila p-vrednost manjša od izbrane stopnje tveganja α (0,05). V Preglednici XIII so 
prikazane povprečne vrednosti ΔCt za vse tri biološke ponovitve (N = 6), standardni odkloni, izračunane 
p-vrednosti za obe celični liniji ter rezultati Livakove metode – relativno izražanje RANKL glede na 
kalibrator (Graf 7 in 8). 
 
Preglednica XIII: Rezultati qPCR – vpliv utišanja glukokortikoidnega receptorja NR3C1. 
Celice Vzorec 
Povpr. 
ΔCt 
St. 
odklon 
ΔCt 
Primerjava s siControl Primerjava z netret. celicami  
p-vr. 
Relativno 
izražanje 
St. 
odklon 
p-vr. 
Relativno 
izražanje 
St. 
odklon 
A549 
siGR 19,14 1,84 0,390 2,79 2,02 0,413 2,51 0,68 
siControl 20,39 1,29       
netret. 
celice 
20,43 1,63       
HOS 
siGR 19,99 0,94 0,103 0,51 0,18 0,150 0,44 0,12 
siControl 18,95 0,55       
netret. 
celice 
18,78 1,14       
 
V celicah A549 je izražanje TNFSF11 povečano glede na obe negativni kontroli (2,79-kratna ekspresija 
glede na siControl in 2,51-kratna glede na netretirane celice), v celicah HOS pa zmanjšano (0,51-kratna 
ekspresija glede na siControl in 0,44-kratna glede na netretirane celice), vendar nobena razlika v 
izražanju ni statistično značilna. Alternativne hipoteze o neenakosti izražanja gena za RANKL zato ne 
moremo potrditi. 
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Graf 7: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL po utišanju NR3C1 glede na celice, 
transfecirane s siControl. Na x-osi sta predstavljeni obe celični liniji in kalibrator, ki ima vrednost 1 
(siControl). Na y-osi pa relativno izražanje gena za RANKL, izračunano iz vseh treh bioloških ponovitev glede na 
celice, transfecirane s siControl. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Graf 8: Grafični prikaz relativnega izražanja gena za RANKL po utišanju NR3C1 glede na 
netretirane celice. Na x-osi sta predstavljeni obe celični liniji in kalibrator, ki ima vrednost 1 (netretirane 
celice). Na y-osi pa relativno izražanje gena za RANKL, izračunano iz vseh treh bioloških ponovitev glede na 
netretirane celice.  
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5 RAZPRAVA 
V zadnjih desetletjih se je razumevanje pleiotropnih učinkov glukokortikoidov v kostnih celicah močno 
povečalo. Raziskovalci kostne biologije izpostavljajo celice osteoblastne vrste kot glavne tarče 
delovanja glukokortikoidov znotraj skeleta. Pri z glukokortikoidi povzročeni osteoporozi pride namreč 
primarno do zmanjšanja kostne formacije zaradi manjše proliferacije, diferenciacije in aktivnosti 
osteoblastov ter njihove povečane apoptoze. Sekundarno na zmanjšanje kostne mase in kvalitete 
kostnine vpliva povečana resorpcija kostnega tkiva, vendar točne signalne poti, po katerih 
glukokortikoidi vplivajo nanjo, še niso znane. Ključno vlogo naj bi imelo predvsem povečano razmerje 
RANKL/OPG, saj ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika κB, RANKL, z vezavo na receptor 
RANK stimulira razvoj osteoklastov iz prekurzorskih celic in s tem kostno razgradnjo (47). Ker točni 
mehanizmi, prek katerih glukokortikoidi in glukokortikoidni receptor NR3C1 vplivajo na izražanje 
RANKL, še niso znani, smo se na to osredotočili v raziskovalnem delu. V predhodnih eksperimentih 
raziskovalne skupine kostnih bolezni na Fakulteti za Farmacijo so potrdili, da glukokortikoidni receptor 
vpliva na aktivacijo promotorja gena za RANKL – v celicah pljučnega raka A549 aktivnost promotorja 
poveča, v osteosarkomskih celicah HOS pa jo zmanjša (49, 50). Zato smo želeli preveriti vpliv 
glukokortikoidnega receptorja NR3C1 na izražanje gena za RANKL (TNFSF11) na nivoju transkripcije 
z metodo qPCR.  
Najprej smo celično linijo A549 transfecirali z različnimi masami plazmidnega vektorja pCMV-NR3C1 
in praznega plazmida pCMV-FLAG. Predvidevali smo, da se bo izražanje RANKL povečevalo 
sorazmerno z maso plazmida. V nasprotju s pričakovanji je bilo izražanje TNFSF11 večinoma manjše 
glede na negativni kontroli (prikazano v Grafih 1, 2 in Preglednici X). Do statistično značilne razlike v 
izražanju je prišlo pri primerjavi celic, transfeciranih s 1500 ng plazmida pCMV-NR3C1, s celicami, 
transfeciranimi s praznim plazmidom, kjer je bilo izražanje gena 0,28-kratno glede na negativno 
kontrolo oz. 72 % manjše (p = 0,011), ter pri primerjavi celic, transfeciranimi z vsemi tremi masami 
plazmida pCMV-NR3C1, z netretiranimi celicami. Ekspresija TNFSF11 je bila pri vzorcu NR3C1  
375 ng 0,22-kratna oz. 78 % manjša (p = 0,002), pri vzorcu NR3C1 750 ng 0,40-kratna oz. 60 % manjša 
(p = 0,031) in pri vzorcu NR3C1 1500 ng 0,15-kratna oz. 85 % manjša (p = 0,002).  
V nadaljevanju smo celicam A549, transfeciranim s 750 ng plazmidov pCMV-NR3C1 ali pCMV-
FLAG, in netretiranim celicam v gojišče dodali deksametazon (100 nM). Ker je za prvo fazo GIO 
značilna povečana kostna resorpcija, smo pričakovali, da bo izpostavitev celic glukokortikoidu dodatno 
povečalo izražanje RANKL. Pridobljeni rezultati pa kažejo, da se izražanje TNFSF11 po dodatku 
deksametazona v celicah A549, transfeciranih s pCMV-NR3C1, pravzaprav zmanjša glede na obe 
negativni kontroli (prikazano v Preglednici XI, Grafih 3 in 4). Kljub temu vpliva deksametazona na 
ekspresijo TNFSF11 ne moremo potrditi, saj so bile izračunane p-vrednosti dvostranskega t-testa večje 
od izbrane stopnje tveganja α (0,05), kar pomeni, da razlike v izražanju niso statistično signifikantne.  
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Zanimalo nas je tudi, kako na izražanje RANKL vpliva utišanje gena za glukokortikoidni receptor. V 
celični liniji A549 in HOS smo s transfekcijo vnesli siGR, kratke fragmente dvoverižne RNA, ki so 
usmerjale določene encime k razgradnji mRNA za glukokortikoidni receptor. Najprej smo s qPCR 
analizo izražanja NR3C1 želeli preveriti, ali je bila RNA interferenca učinkovita. Zmanjšano izražanje 
glukokortikoidnega receptorja smo zaznali v vseh primerih (prikazano v Preglednici XII in Grafih 5, 6), 
vendar je bila razlika statistično značilna le v celicah HOS, kjer je bilo izražanje NR3C1 glede na 
siControl 0,67-kratno oz. 33 % manjše (p = 0,035), glede na netretirane celice pa 0,59-kratno oz. 41 % 
manjše (p = 0,020). Sledila je analiza ekspresije RANKL. Ker je dodatek glukokortikoidnega receptorja 
NR3C1 v celicah A549 zmanjšal izražanje TNFSF11, smo predvidevali, da bo njegovo utišanje 
povzročilo večje izražanja gena. Ekspresija RANKL se je po RNA interferenci v celicah A549 povečala 
na 2,79-kratno glede na celice, transfecirane s siControl, oz. na 2,51-kratno glede na netretirane celice 
(prikazano v Preglednici XIII in Grafih 7, 8), vendar razlike niso statistično signifikantne. V celicah 
HOS je transfekcija s siGR dala drugačne rezultate. Utišanje glukokortikoidnega receptorja je namreč 
povzročilo, da se je izražanje TNFSF11 v celicah HOS zmanjšalo glede na negativni kontroli (prikazano 
v Preglednici XIII in Grafih 7, 8). Tudi v tem primeru rezultati nasprotujejo predhodnim ugotovitvam 
in našim pričakovanjem, saj naj bi NR3C1 v celicah HOS zmanjšal aktivnost promotorja (49), njegovo 
utišanje pa bi tako ekspresijo RANKL povečalo. Ker pa nobena p-vrednost, ki smo jo dobili pri 
dvostranskem t-testu, v zadnjem eksperimentu ni bila manjša od izbrane stopnje tveganja α (0,05), ne 
moremo trditi, da naši rezultati niso le posledica naključja.  
Razloge za tako nepričakovane rezultate lahko iščemo na več mestih. V prvem koraku bi bilo potrebno 
preveriti pravilnost izbire uporabljenih reagentov in metod ter optimizirati kvantitativno verižno reakcijo 
s polimerazo – qPCR. V nadaljevanju pa bi morali v iskanje razlage vključiti tudi ves nabor 
mehanizmov, s katerimi glukokortikoidi in glukokortikoidni receptor uravnavajo transkripcijo genov. 
V raziskovalnem delu smo uporabili dve različni sesalski celični liniji – A549 in HOS. Celice A549, ki 
izvirajo iz epitelijskih celic pljučnega adenokarcinoma, smo izbrali zaradi zaznavnega izražanja 
endogenega RANKL. V različnih študijah so že potrdili vpliv RANKL na povečano migracijo tumorskih 
pljučnih celic in nastajanje kostnih metastaz, zato je v terapiji pljučnega raka vedno bolj pogosta uporaba 
denosumaba – protitelesa proti RANKL (69, 70). Kot drugo pa smo izbrali celično kulturo HOS, ki je 
sestavljena iz epitelijskih in fibroblastnih celic osteosarkoma, primarnega malignega tumorja kosti. Ker 
so celice HOS kostnega izvora, izražajo podobne citokine, rastne in transkripcijske dejavnike kot 
osteoblasti in predstavljajo model, ki posnema pogoje v kostnem tkivu. Pri eksperimentu, kjer smo 
analizirali vpliv utišanja glukokortikoidnega receptorja NR3C1 na izražanje RANKL, so bili učinki 
utišanja v celicah A549 ravno obratni od učinkov v celicah HOS. Med glavne razloge za to bi lahko šteli 
ravno razlike v lastnostih celic A549 in HOS, saj so bili eksperimentalni postopki pri obeh celičnih 
linijah enaki. Vsaka celična kultura namreč vsebuje specifičen repertoar transkripcijskih dejavnikov, 
citokinov in regulatornih proteinov, ki skupaj z glukokortikoidi regulirajo izražanje različnih genov, tudi 
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RANKL. Predvsem je pomembno, da upoštevamo tudi to, da je celična linija HOS sestavljena iz dveh 
tipov celic, zato je že znotraj celične kulture prisotna precejšna heterogenost transkripcijskih dejavnikov. 
Prav tako je lahko izražanje RANKL v epitelijskih in fibroblastnih celicah različno, zato bi 
neenakomerna rast obeh tipov celic v različnih bioloških ponovitvah eksperimenta lahko vplivala na 
dobljene rezultate. Z izvedbo eksperimenta na dodatni celični liniji, sestavljeni le iz enega tipa celic, bi 
tako dobili boljši vpogled v glukokortikoidno regulacijo izražanja gena za RANKL. 
Izbiri celične linije je sledila subkultivacija celic na gojitveno ploščo in transfekcija celic s plazmidnim 
vektorjem ali siRNA. Ker smo celice šteli ročno pod invertnim svetlobnim mikroskopom, smo dobili le 
oceno koncentracije celic v celični suspenziji, zato se je število nacepljenih celic med biološkimi 
ponovitvami verjetno razlikovalo. Različno število celic prispeva k različni količini mRNA, kar je bilo 
razvidno tudi po izolaciji mRNA, saj se je koncentracija le-te v različnih vzorcih in bioloških ponovitvah 
precej razlikovala. K temu je verjetno prispevalo tudi rahlo citotoksično delovanje transfekcijskih 
reagentov PolyJet™ in Oligofectamine™, saj je bila koncentracija mRNA v netretiranih celicah po 
navadi višja. Prav vpliv različnih koncentracij mRNA in različne učinkovitosti reverzne transkripcije, s 
katero smo mRNA prepisali v cDNA, pa v analizi izražanja genov s qPCR izničimo z normalizacijo Ct 
vrednosti na referenčni oz. hišni gen. Za hišne gene je značilno konstantno izražanje v vseh celicah 
človeškega telesa, zato pričakujemo, da je njihovo izražanje stabilno tudi v vseh preučevanih vzorcih. 
V eksperimentih smo kot referenčni gen uporabili gen za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazo – 
GAPDH, vendar bi bila zanesljivost naših rezultatov večja, če bi uporabili vsaj dva, npr. še β-aktin, 
rRNA ali gen za ribosomalni protein p0. Najboljša bi bila izbira takega hišnega gena, ki ima podobno 
ekspresijo kot tarčni gen (71). Po končani PCR reakciji smo naredili tudi analizo talilne krivulje za 
RANKL (prikazano na Sliki 17), saj so bile dobljene Ct vrednosti RANKL precej visoke (med 33 in 
41). Tako smo preverili, da pri pomnoževanju ni prišlo do nastanka različno dolgih produktov, npr. 
nespecifičnih fragmentov ali dimerov oligonukleotidnih začetnikov. Visoke vrednosti Ct pa nam povejo 
tudi, da je endogeno izražanje RANKL v obeh celičnih vrstah precej nizko, saj je zaradi majhne količine 
mRNA v vzorcu potrebno večje število ciklov podvojevanja, da signal preseže fluorescenčni prag. Z 
uporabo višjih koncentracij cDNA vzorcev v qPCR reakciji bi lahko dobili nižje Ct, kar bi prav tako 
prispevalo k manjši napaki in večji zanesljivosti rezultatov. V nadaljevanju smo za izračun relativnega 
izražanja tarčnega gena glede na kalibrator uporabili Livakovo metodo. Le-ta predpostavlja, da je 
učinkovitost pomnoževanja za vse gene, ki jih primerjamo, podobna oz. blizu 100 %, kar pomeni, da se 
število kopij v vsakem ciklu podvoji. Da bi bili naši rezultati bolj natančni, bi morali za vsak gen določiti 
učinkovitost reakcije s pomočjo standardne krivulje, ki bi jo izdelali iz založne cDNA pacientov z znano 
koncentracijo. V primeru prenizke učinkovitosti qPCR bi reakcijo morali optimizirati oz. učinkovitost 
upoštevati pri izračunu relativnega izražanja (72).  
V prvem in drugem eksperimentu smo za transfekcijo celic A549 uporabili PolyJet™ reagent. Njegovo 
učinkovitost smo potrdili z opazovanjem zelene fluorescence proteina GFP pod mikroskopom, vendar 
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ne vemo, ali so se učinkovitosti transfekcij med različnimi biološkimi ponovitvami razlikovale. S 
PolyJet™ reagentom smo v celice vnesli različne mase plazmidnega konstrukta pCMV-NR3C1 (375 
ng, 750 ng in 1500 ng) in tako dosegli različno povišanje koncentracije glukokortikoidnega receptorja 
glede na celice, transfecirane s praznim plazmidom, ali netretirane celice. Ker so bile koncentracije 
proteina NR3C1 v transfeciranih celicah precej višje od koncentracij endogenega glukokortikoidnega 
receptorja, je to verjetno vplivalo na regulacijo izražanja genov. Suprafiziološke koncentracije lahko 
povzročijo konformacijske spremembe proteina NR3C1, vezavo več ligandov ali od ligandov neodvisno 
dimerizacijo receptorja, kar lahko vodi do drugačne genske regulacije kot je prisotna pri terapiji z 
glukokortikoidi (73). Naši rezultati zato najverjetneje niso direktno primerljivi z regulacijo izražanja 
RANKL v človeškem organizmu.  
V tretjem eksperimentu smo celice A549 in HOS transfecirali s siRNA s pomočjo Oligofectamine™ 
reagenta. Ker je bila učinkovitost RNA interference potrjena le v celicah HOS, bi bila optimizacija 
eksperimentalnega postopka v celicah A549 nujno potrebna. Na samo transfekcijo lahko vplivajo pogoji 
v gojišču in zdravje celic, količina transfekcijskega reagenta in čas, ko so mu celice izpostavljene, pa 
tudi količina in kvaliteta siRNA. Ker smo navodila iz protokola za transfeckijo z Oligofectamine™ 
reagentom dosledno upoštevali, bi lahko učinkovitost RNA interference izboljšali z uporabo alternativne 
metode – reverzne transfekcije. Zanjo je značilno, da se celice transfecira po tripsinizaciji in pred 
nacepitvijo na gojitveno ploščo. Celice tako ob dodatku transfekcijskega reagenta še niso pritrjene na 
površino gojišča, zato je za transfekcijo na voljo večja celična površina (74). 
Naša analiza vpliva glukokortikoidnega receptorja NR3C1 na izražanje RANKL je pokazala, da se 
ekspresija RANKL po transfekciji celic A549 s pCMV-NR3C1 zmanjša, vpliva dodatka deksametazona 
v celicah A549 in vpliva utišanja NR3C1 na izražanje RANKL v obeh celičnih linijah pa ne moremo 
potrditi. Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da glukokortikodi neposredno ne sodelujejo pri 
aktivaciji promotorja gena za RANKL in da je delovanje glukokortikoidnega receptorja na izražanje 
RANKL bolj verjetno represorsko. Do transrepresije lahko pride po direktni vezavi monomera receptorja 
NR3C1 na negativni GREs ali zaradi interakcij receptorja z drugimi transkripcijskimi dejavniki, ki jim 
tako prepečuje, da bi aktivirali promotorje in izražanje genov. V določenih vsegenomskih študijah so 
ugotovili, da se večina GREs pravzaprav ne nahaja v promotorjih genov, ampak distalno od regulatornih 
zaporedij genov ali celo v intergenskih regijah, in da so ta vezavna mesta za GK povezana z zmanjšanim 
izražanjem genov (27, 35). Za pojasnitev mehanizma delovanja glukokortikoidne regulacije gena za 
RANKL bodo zato potrebne nadaljnje raziskave. 
To se sklada tudi z opažanji raziskovalcev, ki so preučevali vpliv deksametazona na izražanje gena za 
RANKL in OPG v celični liniji mišjega kostnega mozga. V njihovih eksperimentih se je izražanje 
RANKL po dodatku deksametazona povečalo minimalno, čeprav je GK povečal aktivnost promotorja 
RANKL. Je pa glukokortikoid imel izrazit inhibitorni učinek na izražanje OPG. Zaradi zmanjšane 
koncentracije OPG se je povečalo razmerje RANKL/OPG, ki je povezano s povečano osteoklastogenezo 
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in povečano razgradnjo kostnine v GIO (75). Povečanega izražanja RANKL pa niso zaznali niti v študiji 
na miših, ki so jim 7 dni aplicirali prednisolon. GK namreč ni vplival na količino mRNA za RANKL in 
OPG, zato predvidevajo, da ta dva mediatorja kostne resorpcije ne vplivata na izgubo kostne mase na 
začetku zdravljenja z GK. So pa potrdili, da ima prednisolon direktne antiapoptotične učinke na zrele 
osteoklaste, da poveča apoptozo osteoblastov in zmanjša formacijo kostnine (76). Dodatna razlaga za 
povečanje koncentracije RANKL in s tem razmerja RANKL/OPG v GIO je tudi povečana apoptoza 
osteocitov, ki je posledica delovanja glukokortikoidov. V novejših študijah so dokazali, da so glavni vir 
proteina RANKL v fizioloških pogojih pri odraslem človeku osteociti in ne osteoblasti ter da se iz 
apoptotičnih teles osteocitov kot odziv na poškodbo kostnine sproščajo različni osteoklastogeni faktorji. 
Tako lahko glukokortikoidi posredno povečujejo izražanje RANKL v zdravih osteocitih v bližini brez 
direktnega vpliva na transkripcijo RANKL (77, 78). Prav tako k povečanim koncentracijam RANKL v 
GIO prispeva preusmeritev diferenciacije mezenhimskih matičnih celic v adipocite, ki izločajo 
provnetne citokine in adipokine, ki stimulirajo osteoklastogenezo. So pa že dokazali, da deksametazon 
poveča izražanje RANKL v adipocitih v kostnem mozgu tudi direktno (79). 
Glavni cilj raziskav, ki preučujejo različne dejavnike in molekularne mehanizme, ki so vpleteni v z 
glukokortikoidi povzročeno osteoporozo, je razumevanje celičnih odzivov na glukokortikoide. Boljše 
razumevanje pa bo pripomoglo k razvoju novih zdravilnih učinkovin za osteoporozo in predvsem k 
razvoju novih ligandov receptorja NR3C1 – selektivnih agonistov in modulatorjev glukokortikoidnega 
receptorja (SEGRAM) z želenimi protivnetnimi in imunosupresivnimi učinki ter brez škodljivih 
stranskih učinkov na metabolizem in kosti. Terapevtski učinki glukokortikoidov naj bi bili posledica 
transrepresije vnetnih genov oz. interakcij s provnetnimi citokini kot sta AP1 in NF-κB, stranski učinki 
pa transaktivacije različnih genov metabolnih poti. Pomembno vlogo pri tem ima dimerizacija 
glukokortikoidnega receptorja, saj do transaktivacije pride po vezavi homodimerov na pozitivne GREs, 
transrepresijo pa naj bi povzročali predvsem monomeri receptorja NR3C1. Vendar se je pokazalo, da je 
takšna delitev preveč poenostavljena, saj do želenih učinkov lahko pride tudi zaradi transaktivacije 
protivnetnih genov, v interakcije s provnetnimi dejavniki pa lahko vstopajo tudi dimeri receptorja, ki 
tako povzročajo transrepresijo (80). Celotna raznolikost učinkov glukokortikoidov v različnih celicah in 
tkivih pa ni le posledica dimerizacije glukokortikoidnega receptorja in že omenjenega celično 
specifičnega nabora transkripcijskih dejavnikov in koregulatorjev. Mehanizmi, s katerimi 
glukokortikoidi regulirajo izražanje genov, so tako kompleksni tudi zaradi prisotnosti različnih izoform 
glukokortikoidnega receptorja in polimorfizmov, ki prispevajo k različni občutljivosti celic na 
glukokortikoide, posttranslacijskih modifikacij in različnih epigenetskih mehanizmov, ki vplivajo na 
strukturo kromatina in dostopnost DNA za vezavo glukokortikoidnega receptorja in kofaktorjev (26, 
27). Prav vsi ti procesi odpirajo nove možnosti za nadaljnje raziskave in zanimivo bi bilo preučiti tudi 
njihov vpliv na izražanje gena za RANKL. Najprej bi bilo smiselno določiti točna zaporedja vezavnih 
mest za glukokortikoidni receptor na regulatornem zaporedju gena TNFSF11 in v njegovi bližini, kar bi 
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lahko izvedli s kromatinsko imunoprecipitacijo (ChIP). V nadaljevanju pa bi lahko preverili vpliv 
dimerizacije glukokortikoidnega receptorja NR3C1 na aktivacijo ter na represijo promotorja gena za 
RANKL. To bi lahko izvedli z mutagenezo na DBD in LBD domeni gena NR3C1, ki sta vključeni v 
dimerizacijski proces receptorja, njen vpliv pa bi analizirali z luciferaznim testom in qPCR. Znano je 
tudi, da na gensko regulacijo RANKL vplivajo epigenetski mehanizmi, in sicer metilacija citozinov ter 
deacetilacija histonov, za obe pa je značilno, da inhibirata izražanje RANKL (23, 24). Zato bi lahko 
raziskave usmerili tudi v iskanje potencialnih mest za metilacijo na promotorju gena TNFSF11 in 
preučevali, kako vplivajo na interakcije med promotorjem RANKL in glukokortikoidnim receptorjem 
NR3C1.   
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6 SKLEP 
V okviru magistrske naloge smo preučevali vpliv glukokortikoidnega receptorja NR3C1 na izražanje 
gena za RANKL v sesalskih celičnih linijah A549 in HOS z metodo kvantitativne verižne reakcije s 
polimerazo. Z raziskovalnim delom smo ugotovili in dokazali, da se izražanje RANKL zmanjša po 
transfekciji celic A549 s 1500 ng plazmidnega vektorja pCMV-NR3C1 glede na celice, transfecirane s 
praznim plazmidom pCMV-FLAG, ter po transfekciji celic A549 s 375 ng, 750 ng in 1500 ng plazmida 
pCMV-NR3C1 glede na netretirane celice. To je v nasprotju s pričakovanji in nakazuje na represorsko 
delovanje glukokortikoidnega receptorja NR3C1, vendar bodo za pojasnitev potrebne nadaljnje 
raziskave. Na osnovi tega pričakovano nismo dokazali dodatnega vpliva deksametazona v celicah A549 
niti vpliva utišanja gena za glukokortikoidni receptor NR3C1 na izražanje gena za RANKL v celičnih 
linijah A549 in HOS, zato lahko trdimo, da:  
1. Glukokortikoidni receptor NR3C1 NE poveča izražanja gena za RANKL. 
2. Glukokortikoidni receptor NR3C1 ob dodatku deksametazona NE poveča izražanja gena za 
RANKL.  
3. Utišanje gena za glukokortikoidni receptor NR3C1 NIMA VPLIVA na izražanje gena za RANKL. 
Z našim raziskovalnim delom smo želeli prispevati k bolj jasni sliki o glukokortikoidni regulaciji genov, 
ki so vpleteni v kostni metabolizem, in s tem k razvoju bolj učinkovitih in varnih analogov 
glukokortikoidov. Rezultati so pokazali, da glukokortikoidi neposredno ne sodelujejo pri aktivaciji 
proksimalnega promotorja in izražanja gena za RANKL, temveč bolj verjetno zavirajo njegovo izražanje 
po vezavi na izbrano vezavno mesto. V prihodnje bo potrebno poiskati in preveriti vlogo pravilne 
dimerizacije receptorjev pred vezavo na promotor RANKL pa tudi vlogo drugih vezavnih mest za 
glukokortikoidni receptor NR3C1 na izražanje RANKL, preden bi izključili vpletenost sistema 
RANKL/RANK/OPG na povečano kostno razgradnjo v patogenezi osteoporoze, ki jo povzročajo 
glukokortikoidi.   
 
  
45 
 
7 VIRI 
1. Clarke B: Normal Bone Anatomy and Physiology. Clin J Am Soc Nephrol. 2008; 3 (3): 131–139. 
2. Zorc-Pleskovič R, Petrovič D, Milutinović-Živin A: Histologija: učbenik in navodila za vaje. 
Ljubljana: Medicinska fakulteta. 2011: 27–29.  
3. Microscopic Anatomy of Bone: 
https://www.coursehero.com/sg/anatomy-and-physiology/microscopic-anatomy-of-bone/, 
dostopno: april 2019. 
4. Mencej Bedrač S, Ostanek B, Mlakar V, Zupan J, Kocjan T, Preželj J, Marc J: Sodobni pogled na 
nastanek osteoporoze. Farm Vestn. 2012; 63 (5–6): 269–278. 
5. Ribarič S: Seminarji iz patološke fiziologije. Ljubljana: Medicinska fakulteta, Inštitut za patološko 
fiziologijo. 2. izdaja; 2012: 83–88. 
6. Feng X, McDonald JM: Disorders of Bone Remodeling. Annu Rev Pathol. 2011; 6: 121–145.  
7. Raggatt LJ, Partridge NC: Cellular and Molecular Mechanisms of Bone Remodeling. J Biol 
Chem. 2010; 285 (33): 25103–25108.  
8. https://patantour.com/bone-remodeling-structure-and-function-of-the-musculoskeletal-system-
minimalist, dostopno: april 2019.  
9. Sigl V, Penninger JM: RANKL/RANK – From bone physiology to breast cancer. Cytokine 
Growth Factor Rev. 2014; 25 (2): 205–214.  
10. Boyce BF, Xing L: Biology of RANK, RANKL, and osteoprotegerin. Arthritis Res Ther. 2007;  
9 (1): 1. 
11. Mencej Bedrač S, Marc J: Sistem RANKL/RANK/OPG – nova tarča za zdravila za zdravljenje 
osteoporoze. Farm Vestn. 2008; 59 (4): 175–178. 
12. Nagy V, Penninger JM: The RANKL-RANK Story. Gerontology. 2015; 61 (6): 534–542.  
13. Boyce BF, Xing L: Functions of RANKL/RANK/OPG in bone modeling and remodeling. Arch 
Biochem Biophys. 2008; 473 (2): 139–46.  
14. Anandarajah AP: Role of RANKL in bone diseases. Trends Endocrinol Metab. 2009; 20 (2):  
88–94. 
15. Walsh MC, Choi Y: Biology of the RANKL-RANK-OPG System in Immunity, Bone, and 
Beyond. Front Immunol. 2014; 5: 511. 
16. Wright HL, McCarthy HS, Middleton J, Marshall MJ: RANK, RANKL and osteoprotegerin in 
bone biology and disease. Curr Rev Musculoskelet Med. 2009; 2 (1): 56–64.  
17. Vrtačnik P, Marc J, Ostanek B: Epigenetic mechanisms in bone. Clin Chem Lab Med. 2014; 52 
(5): 589–608.  
18. Cheng ML, Fong L: Effects of RANKL-Targeted Therapy in Immunity and Cancer. Front Oncol. 
2014; 3: 329.  
46 
 
19. Nelson DL, Cox MM, Lehninger AL: Lehninger Principles of Biochemistry. W.H. Freeman and 
Company, 5. izdaja; 2008: 1115–1125. 
20. O'Brien CA: Control of RANKL gene expression. Bone. 2010; 46 (4): 911–9. 
21. Walsh NC, Alexander KA, Manning CA, Karmakar S, Wang JF, Weyand CM, Pettit AR, 
Gravallese EM: Activated Human T Cells Express Alternative mRNA Transcripts Encoding a 
Secreted Form of RANKL. Genes Immun. 2013; 14 (5): 336–345.  
22. Fu Q, Jilka RL, Manolagas SC, O'Brien CA: Parathyroid hormone stimulates receptor activator of 
NFkappa B ligand and inhibits osteoprotegerin expression via protein kinase A activation of 
cAMP-response element-binding protein. J Biol Chem. 2002; 277 (50): 48868–75.  
23. Delgado-Calle J, Sañudo C, Fernández AF, García-Renedo R, Fraga MF, Riancho JA: Role of 
DNA methylation in the regulation of the RANKL-OPG system in human bone. Epigenetics. 
2012; 7 (1): 83–91.  
24. Fan X, Roy EM, Murphy TC, Nanes MS, Kim S, Pike JW, Rubin J: Regulation of RANKL 
promoter activity is associated with histone remodeling in murine bone stromal cells. J Cell 
Biochem. 2004; 93 (4): 807–818.  
25. Gupta P, Bhatia V: Corticosteroid physiology and principles of therapy. Indian J Pediatr. 2008; 75 
(10): 1039–1044.  
26. Ramamoorthy S, Cidlowski JA: Exploring the molecular mechanisms of glucocorticoid receptor 
action from sensitivity to resistance. Endocr Dev. 2013; 24: 41–56.  
27. Oakley RH, Cidlowski JA: The biology of the glucocorticoid receptor: new signaling mechanisms 
in health and disease. J Allergy Clin Immunol. 2013; 132 (5): 1033–1044.  
28. Ribarič S: Temelji patološke fiziologije. Ljubljana: Medicinska fakulteta, Inštitut za patološko 
fiziologijo. 2. izdaja; 2011: 45–58. 
29. Ribarič S: Seminarji iz patološke fiziologije. Ljubljana: Medicinska fakulteta, Inštitut za patološko 
fiziologijo. 2. izdaja; 2012: 97–104. 
30. https://www.quora.com/What-is-the-difference-between-cortisol-and-cortisone, dostopno: april 
2019. 
31. The nuclear receptor super family: https://www.abcam.com/content/the-nuclear-receptor-super-
family-6, dostopno: april 2019.  
32. UniProtKB – P04150 (GCR_HUMAN): https://www.uniprot.org/uniprot/P04150, dostopno: april 
2019. 
33. Gruver-Yates AL, Cidlowski JA: Tissue-specific actions of glucocorticoids on apoptosis: a 
double-edged sword. Cells. 2013; 2 (2): 202–23.  
34. Newton R: Molecular mechanisms of glucocorticoid action: what is important? Thorax. 2000; 55 
(7): 603–13.  
47 
 
35. Ratman D, Vanden Berghe W, Dejager L, Libert C, Tavernier J, Beck IM, De Bosscher K: How 
glucocorticoid receptors modulate the activity of other transcription factors: a scope beyond 
tethering. Mol Cell Endocrinol. 2013; 380 (1–2): 41–54.  
36. Moutsatsou P, Kassi E, Papavassiliou AG: Glucocorticoid receptor signaling in bone cells. Trends 
Mol Med. 2012; 18 (6): 348–59.  
37. Cain DW, Cidlowski JA: Specificity and Sensitivity of Glucocorticoid Signaling in Health and 
Disease. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab. 2015; 29 (4): 545–556.  
38. Scheschowitsch K, Leite JA, Assreuy J: New Insights in Glucocorticoid Receptor Signaling – 
More Than Just a Ligand-Binding Receptor. Front Endocrinol (Lausanne). 2017; 8: 16.  
39. https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0303720712005382, dostopno: april 2019. 
40. Coutinho AE, Chapman KE: The anti-inflammatory and immunosuppressive effects of 
glucocorticoids, recent developments and mechanistic insights. Mol Cell Endocrinol. 2011; 335 
(1): 2–13.  
41. Sözen T, Özışık L, Başaran NÇ: An overview and management of osteoporosis. Eur J Rheumatol. 
2017; 4 (1): 46–56.  
42. Colón-Emeric CS, Saag KG: Osteoporotic fractures in older adults. Best Pract Res Clin 
Rheumatol. 2006; 20 (4): 695–706.  
43. Cosman F, de Beur SJ, LeBoff MS, Lewiecki EM, Tanner B, Randall S, Lindsay R: Clinician’s 
Guide to Prevention and Treatment of Osteoporosis. Osteoporos Int. 2014; 25 (10): 2359–2381.  
44. Mazzantini M, Di Munno O: Glucocorticoid-induced osteoporosis: 2013 update. Reumatismo. 
2014; 66 (2): 144–52.  
45. Weinstein RS: Glucocorticoid-induced osteoporosis and osteonecrosis. Endocrinol Metab Clin 
North Am. 2012; 41 (3): 595–611.  
46. Kadmiel M, Cidlowski JA: Glucocorticoid receptor signaling in health and disease. Trends 
Pharmacol Sci. 2013; 34 (9): 518–30.  
47. Henneicke H, Gasparini SJ, Brennan-Speranza TC, Zhou H, Seibel MJ: Glucocorticoids and bone: 
local effects and systemic implications. Trends Endocrinol Metab. 2014; 25 (4): 197–211.  
48. Briot K, Roux C: Glucocorticoid-induced osteoporosis. RMD Open. 2015; 1 (1): e000014.  
49. Zupančič M: Vpliv glukokortikoidnega receptorja na aktivnost promotorja gena za ligand 
receptorja za aktivacijo jedernega dejavnika kappa-B v sesalskih celičnih linijah. Ljubljana; 2017. 
50. Goršek T: Impact of glucocorticoid receptor NR3C1 on human RANKL gene expression in vitro. 
München; 2018.  
51. Molek P, Vodnik M, Ravnikar M: Skripta za vaje iz Farmacevtske biotehnologije. Ljubljana; 
2012: 11, 19–29.  
52. Pečar Fonović U, Obermajer N, Jevnikar Z, Mirković B, Rojnik M, Hafner A, Kos J: Vaje iz 
farmacevtske biokemije. 2. izdaja. Fakulteta za farmacijo, Katedra za farmacevtsko biologijo: 
Narodna in univerzitetna knjižnica, Ljubljana; 2011: 99–103. 
48 
 
53. Kaur G, and Dufour JM: Cell lines. Spermatogenesis. 2012; 2 (1): 1–5.  
54. A549: https://clsgmbh.de/p686_A-549.html, dostopno, april 2019.  
55. HOS (TE85) growing: https://clsgmbh.de/p2295_HOS_(TE85)_growing.html, dostopno: april 
2019.  
56. Manual Cell Counting With Neubauer Chamber: https://laboratoryinfo.com/manual-cell-counting-
neubauer-chamber/, dostopno: april 2019. 
57. Introduction to Transfection: https://www.thermofisher.com/si/en/home/references/gibco-cell-
culture-basics/transfection-basics/introduction-to-transfection.html, dostopno: april 2019.  
58. pFLAG-CMV™-2 Expression Vector: 
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/SIGMA/E7033?lang=en&region=SI, dostopno: 
april 2019.  
59. PolyJet™ In Vitro DNA Transfection Reagent: http://signagen.com/In-Vitro-DNA-Transfection-
Reagents/SL100688/PolyJet-DNA-In-Vitro-Transfection-Reagent, dostopno: april 2019.  
60. PolyJet™ In Vitro DNA Transfection Reagent – A General Protocol for Transfecting Mammalian 
Cell: http://signagen.com/DataSheet/SL100688.pdf, dostopno: april 2019.  
61. Agrawal N, Dasaradhi PV, Mohmmed A, Malhotra P, Bhatnagar RK, Mukherjee SK: RNA 
interference: biology, mechanism, and applications. Microbiol Mol Biol Rev. 2003; 67 (4):  
657–85.  
62. RNAi: http://davisgen564s14.weebly.com/rna-interference.html, dostopno: april 2019.  
63. Oligofectamine™ Reagent: https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/oligofectamine_man.pdf, dostopno: april 2019. 
64. https:// https://www.mn-net.com/tabid/12919/default.aspx, dostopno: april 2019.  
65. peqGOLD Total RNA Kit: https://at.vwr.com/assetsvc/asset/de_AT/id/17035099/contents, 
dostopno: april 2019. 
66. Assessment of Nucleic Acid Purity: https://s3-us-west-2.amazonaws.com/oww-files-
public/d/d7/T042-NanoDrop-Spectrophotometers-Nucleic-Acid-Purity-Ratios.pdf, dostopno: april 
2019.  
67. Černe D, Ostanek B: Biomedicinska analitika I. Učbenik za študente laboratorijske biomedicine. 
Ljubljana: Fakulteta za farmacijo. 2012: 108–148. 
68. 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Supermix: 
https://www.solisbiodyne.com/EN/products/realtime_pcr_mixes/evagreen_qpcr_supermix#tab2, 
dostopno: april 2019.  
69. Feeley BT, Liu NQ, Conduah AH, Krenek L, Roth K, Dougall WC, Huard J, Dubinett S, 
Lieberman JR: Mixed metastatic lung cancer lesions in bone are inhibited by noggin 
overexpression and Rank:Fc administration. J Bone Miner Res. 2006; 21 (10): 1571–80.  
49 
 
70. de Groot AF, Appelman-Dijkstra NM, van der Burg SH, Kroep JR: The anti-tumor effect of 
RANKL inhibition in malignant solid tumors - A systematic review. Cancer Treat Rev. 2018; 62: 
18–28.  
71. Kozera B, Rapacz M: Reference genes in real-time PCR. J Appl Genet. 2013; 54 (4): 391–406.  
72. Yuan JS, Reed A, Chen F, Stewart CNJ: Statistical analysis of real-time PCR data. BMC 
Bioinformatics 2006; 7: 85.  
73. Robertson S, Rohwer JM, Hapgood JP, Louw A: Impact of glucocorticoid receptor density on 
ligand-independent dimerization, cooperative ligand-binding and basal priming of transactivation: 
a cell culture model. PLoS One. 2013; 8 (5): e64831.  
74. Optimizing siRNA Transfection for RNAi: 
https://www.thermofisher.com/si/en/home/references/ambion-tech-support/rnai-sirna/tech-
notes/optimizing-sirna-transfection-for-rnai.html, dostopno: maj 2019.  
75. Kondo T, Kitazawa R, Yamaguchi A, Kitazawa S: Dexamethasone promotes osteoclastogenesis 
by inhibiting osteoprotegerin through multiple levels. J Cell Biochem. 2008; 103 (1): 335–45. 
76. Jia D, O’Brien CA, Stewart SA, Manolagas SC, Weinstein RS: Glucocorticoids Act Directly on 
Osteoclasts to Increase Their Life Span and Reduce Bone Density. Endocrinology. 2006; 147 (12): 
5592–5599. 
77. Xiong J, Onal M, Jilka RL, Weinstein RS, Manolagas SC, O'Brien CA: Matrix-embedded cells 
control osteoclast formation. Nat Med. 2011; 17 (10): 1235–41.  
78. Kennedy OD, Herman BC, Laudier DM, Majeska RJ, Sun HB, Schaffler MB: Activation of 
resorption in fatigue-loaded bone involves both apoptosis and active pro-osteoclastogenic 
signaling by distinct osteocyte populations. Bone. 2012; 50 (5): 1115–22.  
79. Goto H, Osaki M, Fukushima T, Sakamoto K, Hozumi A, Baba H, Shindo H: Human bone 
marrow adipocytes support dexamethasone-induced osteoclast differentiation and function through 
RANKL expression. Biomed Res. 2011; 32 (1): 37–44.  
80. Sundahl N, Bridelance J, Libert C, De Bosscher K, Beck IM: Selective glucocorticoid receptor 
modulation: New directions with non-steroidal scaffolds. Pharmacol Ther. 2015; 152: 28–41.  
1 
 
PRILOGA 
Priloga 1: Rezultati qPCR po transfekciji celic A549 z različnimi masami plazmidov pCMV-NR3C1 in 
pCMV-FLAG. Predstavljene so Ct vrednosti iz treh bioloških ponovitev (1p, 2p in 3p) in dveh tehničnih. 
Ct pa je povprečna vrednost duplikata istega vzorca iz qPCR reakcije.  
Uporabljen plazmid Vzorec Ct (RANKL) Ct (GAPDH) 
NR3C1 375 ng 1p-1 39,70 17,11 
 1p-2 39,75 16,28 
 2p-1 37,75 17,27 
 2p-2 38,52 16,92 
 3p-1 37,44 16,31 
 3p-2 37,75 16,81 
NR3C1 750 ng 1p-1 36,82 16,06 
 1p-2 35,96 16,66 
 2p-1 39,88 16,87 
 2p-2 37,90 16,61 
 3p-1 35,20 18,15 
 3p-2 36,05 16,62 
NR3C1 1500 ng 1p-1 37,50 17,03 
 1p-2 37,95 16,92 
 2p-1 38,06 16,17 
 2p-2 38,73 16,76 
 3p-1 38,06 17,88 
 3p-2 36,62 16,79 
FLAG 375 ng 1p-1 37,83 16,96 
 1p-2 0,00 16,83 
 2p-1 39,52 16,65 
 2p-2 38,09 16,26 
 3p-1 35,73 18,42 
 3p-2 37,49 16,16 
FLAG 750 ng 1p-1 37,59 17,11 
 1p-2 37,53 16,65 
 2p-1 38,75 16,75 
 2p-2 36,66 16,75 
2 
 
 3p-1 38,93 16,06 
 3p-2 36,84 15,98 
FLAG 1500 ng 1p-1 34,79 16,54 
 1p-2 34,48 16,79 
 2p-1 37,69 16,28 
 2p-2 35,65 16,16 
 3p-1 35,75 16,15 
 3p-2 38,86 15,81 
Netretirane celice 1p-1 33,55 16,32 
 1p-2 35,34 16,10 
 2p-1 36,77 16,30 
 2p-2 36,73 16,34 
 3p-1 34,84 16,00 
 3p-2 37,67 16,09 
 
Priloga 2: Rezultati qPCR po transfekciji celic A549 s plazmidi pCMV-NR3C1 in pCMV-FLAG in 
dodatku DEX. Predstavljene so Ct vrednosti iz štirih bioloških ponovitev (1p–4p) in dveh tehničnih, 
razen pri zadnji ponovitvi eksperimenta. Ct pa je povprečna vrednost duplikata istega vzorca iz qPCR 
reakcije.  
Uporabljen plazmid Vzorec Ct (RANKL) Ct (GAPDH) 
NR3C1 1p-1 0,00 17,48 
 1p-2 37,31 16,61 
 2p-1 38,87 16,62 
 2p-2 38,41 17,32 
 3p-1 38,04 17,45 
 3p-2 38,69 17,87 
 4p-1 38,88 17,70 
NR3C1 + DEX 1p-1 38,68 16,42 
 1p-2 38,20 16,84 
 2p-1 37,98 16,43 
 2p-2 40,09 17,31 
 3p-1 38,95 17,53 
 3p-2 40,22 17,78 
3 
 
 4p-1 39,63 17,78 
pCMV-FLAG 1p-1 38,70 17,26 
 1p-2 38,16 16,62 
 2p-1 39,57 16,55 
 2p-2 37,57 17,28 
 3p-1 38,38 17,47 
 3p-2 38,82 17,68 
 4p-1 38,13 17,63 
pCMV-FLAG + DEX 1p-1 38,62 16,63 
 1p-2 40,16 16,39 
 2p-1 38,87 16,67 
 2p-2 38,17 17,46 
 3p-1 38,11 17,50 
 3p-2 40,78 17,63 
 4p-1 40,58 17,62 
Netretirane celice 1p-1 36,92 16,61 
 1p-2 39,55 16,37 
 2p-1 38,63 16,32 
 2p-2 37,31 17,07 
 3p-1 39,71 17,16 
 3p-2 38,61 17,38 
 4p-1 40,98 17,26 
Netret. + DEX 1p-1 0,00 16,65 
 1p-2 37,98 16,62 
 2p-1 37,85 16,66 
 2p-2 38,91 17,33 
 3p-1 40,19 17,33 
 3p-2 39,60 17,53 
 4p-1 39,65 17,72 
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Priloga 3: Rezultati qPCR po transfekciji celic A549 s siGR in siControl. Predstavljene so Ct vrednosti 
iz treh bioloških ponovitev (1p, 2p in 3p) in dveh tehničnih. Ct pa je povprečna vrednost duplikata istega 
vzorca iz qPCR reakcije.  
Uporabljena siRNA Vzorec Ct (NR3C1) Ct (RANKL) Ct (GAPDH) 
siGR 1p-1 23,43 0,00 15,90 
 1p-2 23,54 38,04 16,80 
 2p-1 23,74 36,61 18,28 
 2p-2 23,63 36,16 18,31 
 3p-1 22,88 0,00 17,15 
 3p-2 23,28 39,68 15,86 
siControl 1p-1 23,09 38,90 16,96 
 1p-2 22,68 38,63 16,87 
 2p-1 22,84 38,01 18,81 
 2p-2 22,67 38,05 17,85 
 3p-1 22,43 39,08 16,48 
 3p-2 22,13 40,49 16,94 
Netretirane celice 1p-1 23,09 38,05 15,78 
 1p-2 22,68 38,54 16,31 
 2p-1 22,84 38,35 18,31 
 2p-2 22,67 37,17 18,14 
 3p-1 22,43 39,65 16,53 
 3p-2 22,13 0,00 17,43 
 
Priloga 4: Rezultati qPCR po transfekciji celic HOS s siGR in siControl. Predstavljene so Ct vrednosti 
iz treh bioloških ponovitev (1p, 2p in 3p) in dveh tehničnih. Ct pa je povprečna vrednost duplikata istega 
vzorca iz qPCR reakcije.  
Uporabljena siRNA Vzorec Ct (NR3C1) Ct (RANKL) Ct (GAPDH) 
siGR 1p-1 24,22 36,72 17,05 
 1p-2 25,53 37,47 16,29 
 2p-1 24,46 36,93 17,85 
 2p-2 24,60 37,81 17,89 
 3p-1 24,29 38,17 17,54 
 3p-2 24,38 38,32 17,02 
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siControl 1p-1 23,81 36,28 17,08 
 1p-2 24,93 38,10 16,18 
 2p-1 23,73 35,82 17,54 
 2p-2 23,94 36,52 17,77 
 3p-1 23,68 38,02 17,05 
 3p-2 23,65 36,85 17,30 
Netretirane celice 1p-1 23,85 36,19 17,26 
 1p-2 23,64 35,65 17,33 
 2p-1 23,94 35,34 17,84 
 2p-2 23,89 36,59 18,14 
 3p-1 23,47 37,91 17,29 
 3p-2 23,59 37,56 17,33 
 
